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RESUMEN 
 
Las labores culturales, provocan modificaciones de las propiedades físicas, químicas y 
biológicas de los suelos. Estas se clasifican en: labranza convencional, labranza vertical y 
siembra directa. Cada tecnología de manejo genera estreses a los que las poblaciones 
microbianas se adaptan, como resultado de cambios morfológicos, fisiológicos y genéticos.  
La inoculación de la soja (Glycine max [L.] Merr) es una tecnología que se introdujo en la 
Argentina junto con el cultivo y por ello los inoculantes fueron el vehículo de ingreso de las 
cepas exóticas de Bradyrhizobium, que una vez incorporadas al suelo, se adaptaron y 
establecieron dando origen a las poblaciones de rizobios naturalizadas. Lo que condujo a generar 
diversidad a nivel del genoma de los bradyrizobios. 
El objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad de los simbiontes de soja que se 
encuentran en la población del suelo y el rol que cumple como recurso en la selección de cepas 
para la producción comercial de inoculantes.  
Se evaluaron dos muestras de suelo que durante los últimos 8 años fueron trabajados con 
siembra directa (SD) y con labranza convencional (LC). Se realizó el recuento y aislamiento de 
rizobios. Los aislados se caracterizaron fisiológica y genéticamente. La diversidad se evaluó 
mediante la amplificación de las secuencias BOX A1R. Se seleccionaron 52 aislados que se 
identificaron amplificando las regiones RSα y nifD y la secuenciación del fragmento ITS 16S - 
23S rDNA.  
El recuento de rizobios mostró que en el suelo bajo SD y antecesor soja la población fue 
mayor que en la muestra de suelo bajo LC y antecesor maíz. La caracterización fisiológica de 
200 aislados reflejó que los suelos LC contuvieron un mayor número de cepas tolerantes a 
salinidad y alta temperatura. Además un porcentaje mayor de aislados del suelo LC, respecto del 
suelo bajo SD, resultó con capacidad de sobrevivencia sobre semilla superior a la cepa control 
E109. Los aislados además presentaron diferencias en la nodulación y fijación de nitrógeno, en 
la tolerancia a glifosato y en la producción de ácido indol acético (AIA). Sólo un aislado mostró 
capacidad de solubilización de fósforo. 
El análisis del dendrograma generado con los fingerprints BOX A1R, mostró que hay mayor 
diversidad en los suelos bajo SD.  
Sobre los 52 aislados analizados en base a la secuencia del ITS se encontró que el 70 % son 
Bradyrhizobium japonicum y 30 % B. elkanii. Se identificaron 3 aislados que comparten 
características genéticas de ambas especies de Bradyrhizobium. 
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En esta tesis se confirmó que en los suelos con historia de cultivo de soja, manejados bajo 
distintos sistemas de labranzas, se indujeron cambios a nivel del genoma de las cepas de rizobios 
que contribuyó a modificar la diversidad de la población.  
Las poblaciones naturalizadas son un recurso para la identificación de rizobios con 
características superiores para la fabricación de inoculantes, sin embargo es necesario 
profundizar las evaluaciones de la supervivencia, tolerancia, competitividad y promoción del 
crecimiento vegetal de rizobios naturalizados para emplearlos como bioinoculantes. 
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SUMMARY 
 
Soil management like conventional tillage, vertical tillage and zero tillage provoke 
modifications of the physical, chemical and biological characteristics of soils. Each of these 
technologies generates a stress and soil microbial populations adapt themselves in order to 
survive and as a result of this morphological, physiological as well as changes at the genome 
level occur.  
Soybean (Glycine max [L.] Merrr) inoculation is a technology that was introduced in 
Argentina together with the crop and because of this imported inoculants was the vehicle used to 
introduce exotic Bradyrhizobium strains to the soils, that latter adapted and established 
originating in this way populations of allocthonous bradyrhizobia, such process gave rise to 
diverse organisms at the genetic level. 
The purpose of this work was to evaluate the level of diversity of the autochthonous 
populations of soybean symbionts and their potential role as source of isolates to produce 
commercial inoculants. 
We evaluated soil samples collected from soils that over the last 8 years were manage one 
with zero tillage and the other one with conventional tillage. We estimated by the most probable 
number the number of rhizobia, which were isolated and characterized physiologically as well as 
genetically. Diversity was evaluated by means of the BOX A1R marker. I selected 52 strains that 
were identified by amplifying RSα, nifD and the sequence of the 16S rDNA-23S rDNA ITS. 
Soils managed with zero tillage that were cultivated with soybean contained more rhizobia 
than soils under conventional tillage cultivated with maize. The physiologic characterization of 
200 isolates showed that conventional tillage managed soils contained a higher number of 
isolates that tolerated salt stress and high temperature. In addition to this conventional tillage 
soils contained a higher percentage of isolates with a higher capacity of survival than zero tillage 
soils. Whether isolated from one soil or the other, rhizobia differed in their ability to nodulate 
and fix nitrogen, tolerate glyphosate and produce IAA. Among the 200 isolates, only one 
solubilized P. 
Among 52 isolates whose ITS sequence was analyzed, 70 % were Bradyrhizobium japonicum 
and 30 % Bradyrhizobium elkanii. Three isolates presented genetic characteristics of both B. 
elkanii and B. japonicum. 
In this thesis it was confirmed that in soils with a history of soybean cultivation, soil 
management, induced changes at the genome of strains of rhizobia that contributed to population 
diversity. 
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Naturalized populations of rhizobia are a source for the identification and isolation of rhizobia 
with improved symbiotic ability to formulate commercial inoculants. However, it is necessary to 
make thorough studies aimed at evaluating survival, tolerance to stress, competitive ability and 
plant growth promotion by native rhizobia so that they can be used to formulate bioinoculants. 
. 
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“Son cosas chiquitas. No acaban con la pobreza, no nos sacan del subdesarrollo, no 
socializan los medios de producción y de cambio, no expropian las cuevas de Alí 
Babá. Pero quizá desencadenen la alegría de hacer, y la traduzcan en actos.  
Y al fin y al cabo, actuar sobre la realidad y cambiarla, aunque sea un poquito, es la 
única manera de probar que la realidad es transformable”  
 Eduardo Galeano
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Importancia del Nitrógeno.  
l nitrógeno (N) es el sexto elemento más abundante en nuestro sistema solar, después 
del hidrógeno (H), helio (He), oxígeno (O), carbono (C) y neón (Ne). Cumple un rol 
clave en la conformación estructural de las células así como en el metabolismo celular, debido a 
que forma parte de los dos polímeros más importantes de la vida: las proteínas y los ácidos 
nucleicos (Graham & Vance 2000; Canfield et al. 2010). A pesar de que constituye alrededor del 
80 % de la atmósfera, frecuentemente limita el crecimiento y desarrollo de los organismos 
productores primarios tanto en los ecosistemas marinos como terrestres. Esto se debe a que se 
encuentra en la forma de nitrógeno molecular (N2), que es prácticamente inerte y no disponible 
para la mayoría de los seres vivos. Para que el N2 atmosférico sea asimilado es necesario que se 
modifique su estado de oxidación, ello requiere una cantidad de energía para romper el triple 
enlace de la molécula, de modo que los átomos de N puedan unirse a esqueletos carbonados. 
Muy pocos organismos tienen la capacidad para realizar la fijación biológica de Nitrógeno 
(FBN), proceso que es de gran importancia ecológica por el aporte de N que representa para la 
biota.  
En el ciclo biogeoquímico del N, el elemento sufre diferentes procesos de reducción-
oxidación (redox), algunos de los cuales son mediados por microorganismos (Falkowski 1997) 
que actúan como sucesiones microbianas generando cadenas tróficas, ya que la actividad de unos 
aumenta la disponibilidad de distintos nutrientes para otros seres vivos (Bru et al. 2011). 
Además, el N está sujeto, en menor medida, a transformaciones de largo plazo que se producen a 
nivel de la geósfera (Berner 2006). Debido a la acción de los microorganismos y en menor grado 
a procesos fisicoquímicos (como ocurre en las tormentas eléctricas), el N2 es reducido y así pasa 
a constituir parte de la materia orgánica que se encuentra en el suelo y agua, de manera que se lo 
puede encontrar por ejemplo en moléculas orgánicas como quitina, proteínas, peptidoglucano y 
también, en menor proporción, constituyendo moléculas inorgánicas (NO3
-
, NO2
-
 y NH4
+
). La 
microbiota del suelo cumple un papel fundamental en la transformación de la materia orgánica, a 
través del proceso de mineralización, oxidando los compuestos que contienen N en primer lugar 
a amonio (amonificación) y luego a nitrito y nitrato (nitrificación) (Galloway et al. 2004). Sin 
embargo es importante destacar que el contenido de N inorgánico del suelo, suele ser inestable. 
El NO3
-
, es soluble en agua y debido a esto es lixiviado a las napas, hecho que genera su 
contaminación. También, en condiciones de hipoxia, como resultado de la respiración anaeróbica 
de ciertos microorganismos (proceso de desnitrificación) el N se reduce y se pierde del suelo en 
forma de N gaseoso (NOx). Alternativamente, el NH4
+ 
se volatiliza o se adsorbe al complejo 
E 
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coloidal de las arcillas. Por último, distintos compuestos nitrogenados presentes en la solución 
del suelo, pueden ser asimilados por los vegetales o por las células microbianas (inmovilización) 
(Galloway et al. 2004). Es decir, que las plantas para su crecimiento y desarrollo pueden utilizar 
el N a partir de compuestos inorgánicos de nitrógeno combinado (NO3
-
 y NH4
+
), y/o el N2 
atmosférico mediante la FBN (Fig. I-1). 
La tasa global de fijación de N2 en el planeta es de unos 413 millones de toneladas de N.año
-1 
(Fowler et al. 2013). La FBN, incluye la fijación biológica terrestre y acuática, procesos que son 
responsables de alrededor del 60% de la cifra anterior (Galloway et al. 2004; Gruber & Galloway 
2008; Canfield et al. 2010). Sin embargo, en los últimos años, la magnitud de las contribuciones 
humanas a la fijación anual total de N molecular a formas reactivas ya es comparable con la 
fijación natural. El hombre con su intervención aporta N al sistema dentro de tres áreas: 
mediante la fijación industrial (principalmente para la producción de fertilizantes nitrogenados 
por el método Haber-Bosch) con 120 millones de toneladas de N.año
-1
, por la utilización de 
combustibles fósiles con 30 millones de toneladas de N.año
-1
 y debido a la fijación biológica 
asociada a la agricultura (principalmente en cultivos de leguminosas) con 60 millones de 
toneladas de N.año
-1 
(Galloway et al. 2004; Fowler et al. 2013) (Fig. I-1). 
El uso masivo de productos químicos en la agricultura, especialmente el uso en exceso de 
fertilizantes nitrogenados, genera problemas climáticos, de la salud humana y de funcionamiento 
del ecosistema (Gruber & Galloway 2008; Power 2010; Canfield et al. 2010). Algunos de ellos 
son la contaminación de aguas por nitratos, nitritos, nitrosaminas, la eutrofización de ecosistemas 
acuáticos por el crecimiento excesivo de cianobacterias, la destrucción de la capa de ozono y 
efecto invernadero por la liberación a la atmósfera de óxidos de nitrógeno, y la 
metahemoglobinemia, que es un trastorno de la sangre donde la hemoglobina no transporta 
oxígeno a los tejidos corporales. 
A diferencia de la agricultura convencional, el concepto de agricultura sostenible, consiste en 
producir alimentos en un marco económicamente viable (rendimiento sostenido) sin 
comprometer el futuro de los recursos productivos y del medio ambiente. En este contexto 
adquieren gran importancia los inoculantes microbianos, como alternativa respetuosa del medio 
ambiente. La existencia de un equilibrio en el ciclo del nitrógeno es fundamental para la vida en 
la tierra y esto conlleva al mantenimiento de los ecosistemas microbianos terrestres y acuáticos. 
Los efectos benéficos de la FBN se conocen desde hace mucho tiempo, en la antigüedad se 
empleaban plantas pertenecientes a la familia de las leguminosas porque nutrían al suelo y 
mejoraban el rendimiento de los cultivos. Así también, en la América precolombina, los incas 
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realizaban intersiembras de poroto y maíz (Mann 2006). Mucho después (siglo XIX) se demostró 
que la actividad de bacterias que interactuaban específicamente con las raíces de las leguminosas 
generaba la capacidad de la FBN, aportando N al suelo que queda a disposición de los cultivos 
sucesivos (Leigh 2004). 
 
Figura I- 1: Ciclo del Nitrógeno simplificado.  
Las flechas violetas indican intervención antrópica: FBN de cultivos, Fijación industrial (Haber Bosch), 
aplicación de fertilizantes y por combustión de combustibles fósiles.  
Organismos que fijan N2  
En el proceso conocido como FBN sólo algunos microorganismos, de los Dominios Bacteria 
y Archea, contienen las vías metabólicas a través de las cuales se reduce el nitrógeno atmosférico 
(N2) a amonio, el que se incorpora a cadenas carbonadas constituyendo las moléculas orgánicas 
(Lloret & Martínez-Romero 2005). Es conocido que las bacterias fijadoras ó diazótrofos se 
hallan presentes en muy diversos ambientes tanto acuáticos como terrestres. Éstas ocupan nichos 
ecológicos distintos, por ejemplo algunos fijan N2 en vida libre y otros lo hacen cuando se 
establece una asociación simbiótica con determinadas especies vegetales, estos últimos llamados 
en general “rizobios”. 
Los diazótrofos de vida libre suelen ser quimiótrofos o fotótrofos, e incluyen bacterias 
anaerobias, aerobias y microaerófilas (Parro & Moreno-Paz 2004; Olivares 2006). Algunas de 
estas bacterias fijadoras son endofíticas, viven en los espacios intercelulares de la raíz de la 
planta hospedadora como es el caso de Gluconacetobacter diazotrophicus, que se asocia a la 
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caña de azúcar (Muñoz-Rojas & Caballero-Mellado 2003). Azospirillum spp con frecuencia se 
encuentra en la raíces de muchas gramíneas (Dobbelaere et al. 2001). Recientemente, se ha 
descrito por primera vez la asociación endofítica entre Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, 
endosimbionte del trébol y las raíces de arroz (Yanni et al. 1997). Se han aislado también cepas 
de rizobios del interior de plantas, incluyendo el xilema de raíces de trigo (Matiru & Dakora 
2004), maíz (Gutierrez-Zamora & Martınez-Romero 2001), sorgo y de otras no leguminosas 
(Yanni et al. 2001; Chi et al. 2005). Si bien el impacto de estas interacciones no se conoce, 
resulta muy interesante el estudio de las combinaciones rizobios/cereales como estrategia para el 
desarrollo de biofertilizantes para la agricultura sostenible que podría aumentar los rendimientos 
y la producción (Yanni et al. 2001; Dobbelaere et al. 2001; Matiru & Dakora 2004). 
Otro grupo de microorganismos que establece simbiosis son las cianobacterias fijadoras del 
género Anabaena con el helecho Azolla, que está ampliamente distribuida en aguas dulces 
templadas y tropicales donde se cultiva el arroz. Esta interacción realiza un aporte clave para el 
cultivo de arroz (Peters & Meeks 1989). De la misma manera, los actinomicetes del género 
Frankia establecen simbiosis con un grupo de especies arbóreas xerofíticas, formando las 
llamadas actinorrizas, que aportan N a los sistemas forestales, que desarrollan y recuperan suelos 
pobres (Igual et al. 2006). Sin embargo, entre todos los sistemas conocidos que fijan nitrógeno, 
la simbiosis que se establece entre las leguminosas (Fabaceae) y las bacterias conocidas 
comúnmente como rizobios es la más estudiada y aquella en la que mayor desarrollo tecnológico 
se ha alcanzado, debido a su importancia agronómica, económica y social (Velazquez et al. 
2010; Somasegaran & Hoben 2012). Los rizobios, como resultado de esta asociación, inducen en 
las raíces la formación de estructuras llamadas nódulos, en donde fijan el N2 del aire (Jordan 
1984; Willems 2006). 
 
Proceso de Fijación Biológica de Nitrógeno 
Los diazótrofos poseen un complejo enzimático conservado que se denomina nitrogenasa. El 
complejo está formado por dos metaloproteínas, una con Fe y Mo (componente I: 
ferromolibdoproteína o nitrogenasa propiamente dicha) y otra con Fe (componente II: 
ferroproteína o nitrogenasa reductasa) como grupos activos. La proteína MoFe, codificada por 
los genes nifDK, es un tetradímero (α2β2). Contiene dos grupos activos, el cofactor homocitrato-
hierro-molibdeno (FeMo co) (7Fe- 9S- Mo-x homocitrato) y el grupo (8Fe-7S) o grupo P. La 
proteína Fe, codificada por el gen nifH, es un homodímero que acepta electrones de la 
ferredoxina o flavodoxina y los transfiere al complejo I. Los genes que regulan la nitrogenasa 
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son parte de un operón complejo llamado regulón nif. Si bien el gen nifH es el más conservado 
muchas veces es claro que se producen recombinaciones entre los genes de dos organismos. 
El mecanismo de funcionamiento de la nitrogenasa comprende cuatro pasos (Fig.I- 2) 
(Olivares 2006): 
1- formación de un complejo entre la proteína Fe reducida unida a dos moléculas de ATP y la 
proteína MoFe;  
2- transferencia de electrones ente las dos proteínas acoplada a la hidrólisis de ATP;  
3- disociación de la proteína Fe acompañada por reducción e intercambio de ATP por ADP;  
4- repetición de este ciclo hasta que se hayan acumulado los electrones necesarios (y protones) 
para que se produzca la reducción de los sustratos.  
Los electrones de la ferrodoxina (flavodoxina) con un bajo potencial reductor son transferidos 
a la reductasa de la nitrogenasa. Paralelamente, se produce la hidrólisis de al menos 16 moléculas 
de ATP (por cada molécula de N2 que es reducida), así los electrones son transferidos a la 
nitrogenasa donde ocurre la reducción del dinitrógeno e H
+
 a amoníaco y gas hidrógeno, en el 
centro activo ocupado por el cofactor Fe-Mo (Fig. I- 2). La nitrogenasa es sensible a altas 
tensiones de oxígeno, por lo que requiere cierta protección, y ésta es diferente según el ambiente 
en el que viven los microorganismos. En el caso de los rizobios, cuando el nódulo se encuentra 
activo, se sintetiza una hemoproteína férrica, leghemoglobina, la cual posee alta afinidad por el 
oxígeno, de manera que se une reversiblemente a él, facilitando la difusión de este gas en bajas 
concentraciones, para la respiración de los bacteroides y que al mismo tiempo esté protegida la 
nitrogenasa (Wittenberg et al. 1974; Lira-ruan et al. 2000; Olivares 2006). 
Cuando se produce la FBN, el amonio producido primariamente satisface las necesidades del 
microorganismo, el que luego ante un escenario de mayor disponibilidad excreta moléculas ricas 
en N o alternativamente los libera cuando muere, quedando así sustancias nitrogenadas 
disponibles para el crecimiento y desarrollo de otros organismos. Este proceso, que forma parte 
del ciclo biogeoquímico del N, es fundamental para mantener una biósfera activa (Fig.I-1). 
La capacidad de fijación de nitrógeno es relativamente baja en los fijadores libres, éstos sólo 
aportan al suelo unos cientos de gramos de N por hectárea y por año que, si bien son suficientes 
en condiciones naturales, están muy lejos de satisfacer las necesidades de los suelos bajo cultivo 
(Olivares et al. 2013). Sin embargo, la fijación en los sistemas simbióticos es mucho más 
eficiente, calculándose que sólo la asociación rizobio-leguminosa puede llegar a aportar entre 
100 - 300 Kg de N.ha
-1
 al año (Herridge et al. 2008). Por ello, en general las leguminosas no se 
fertilizan con N para incrementar el contenido de proteínas, además contribuyen al 
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enriquecimiento del suelo en N, que puede ser aprovechado por cultivos asociados o por los 
sucesivos cultivos posteriores en una rotación (Urzúa 2005).  
 
 
Figura I- 2: Reacción de reducción del N2, catalizada por el complejo de la enzima nitrogenasa.  
La ferredoxina reduce la Fe proteína. El ATP se une a la Fe proteína y su hidrólisis causa cambios 
conformacionales que facilitan la reacción redox. La Fe proteína reduce a la MoFe proteína y ésta reduce 
al N2. Esquema adaptado de Taiz y Zeiger (2002). 
 
Macrosimbionte: la soja. Cultivo en Argentina 
Las plantas leguminosas pertenecen a la familia Fabaceae (Leguminosae), la tercera más 
numerosa dentro de las Angiospermas, luego de Orquidaceae y Asteraceae (Polhill & Raven 
1981; Doyle & Luckow 2003). Es una familia que tiene una gran diversidad en la morfología, el 
hábitat y la ecología, abarcando desde plantas anuales árticas a árboles tropicales. Está formada 
por tres subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae, las últimas dos contienen 
la mayor cantidad de géneros que agrupan a las especies que establecen simbiosis con rizobios. 
Diversas evidencias sugieren que estas dos subfamilias son más evolucionadas ya que la relación 
simbiótica se desarrolló en una etapa relativamente tardía (van Rhijn & Vanderleyden 1995). La 
soja (Glycine max (L.) Merrill) pertenece a la subfamilia Papilionoideae y tiene su lugar de 
origen en la región de China y de la misma manera que otras leguminosas, establece simbiosis 
con los rizobios nativos con los que coevolucionó.  
Por la importancia agronómica, económica y social que tiene el cultivo de estas plantas a 
escala mundial, la simbiosis rizobio-leguminosa ha sido una de las interacciones más estudiadas. 
La superficie cultivada con leguminosas en el mundo, está en permanente crecimiento debido a 
que las legumbres son un aporte nutricional tanto en la alimentación humana como en la animal 
y además porque la fijación de nitrógeno contribuye a una explotación agrícola sustentable. La 
soja constituye un alimento clave a nivel mundial debido el alto contenido de proteínas (38 %) y 
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aceite (18 %) de los granos. El 6 % de la tierra cultivable en el mundo está dedicado al cultivo de 
la soja (100 millones de há), área que es la tercera en tamaño después de los cultivos de trigo, 
arroz y maíz, 225 y 150 millones de há los dos últimos (Hartman et al. 2011). 
Recién hacia 1970 comenzó a extenderse el cultivo de la soja en nuestro país, que fue 
desplazando a cultivos como el girasol, maíz, sorgo y otros, abarcando además, tierras que antes 
se dedicaban a la producción ganadera. Entre los factores que condujeron a estos cambios se 
encuentran los económico-políticos y fundamentalmente los avances tecnológicos en cuanto a la 
calidad de semillas (transgénicas resistentes al herbicida glifosato), disponibilidad de diversos 
grupos de maduración (que permiten extender el cultivo a casi todas las regiones del país), el 
desarrollo de manejos conservacionistas de suelo (siembra directa), que se aplicaron al cultivo de 
soja, reduciendo fundamentalmente los costos de producción. 
En la campaña 2014/15 en la Argentina se sembraron 19,7 millones de hectáreas de soja (Fig. 
I-3), lo que generó una producción de 61 millones de toneladas de grano. La Argentina es el 
tercer productor y exportador mundial, después de USA y Brasil, y es el primer exportador de 
aceite de soja y el segundo exportador de harina de soja (SIIA 2016). 
Los altos rendimientos de soja demandan grandes cantidades de N y otros nutrientes. La 
fuente más económica y ecológica de N es la FBN, se calcula en promedio que el 58 % del N 
que consume el cultivo puede provenir del aire, y ese porcentaje, según las condiciones del 
suelo, puede llegar hasta el 90 %. La eficiencia de este proceso depende de muchos factores 
relacionados con la planta, las bacterias, la simbiosis y el medio ambiente (González 2007; Liu et 
al. 2011; Salvagiotti et al. 2015). 
Empleando técnicas con 
15
N se ha encontrado que un cultivo de soja en simbiosis con rizobios 
fija un promedio de 153 Kg de N.ha
-1
. La soja debe incorporar 80 kg N.ha
-1
 para producir una 
tonelada de grano (Salvagiotti et al. 2015). Si se efectúa una estimación conservadora, que 
considere que en la integral de la superficie cultivada, la tasa de aporte de la FBN equivale al 50 
% del N acumulado por el cultivo, ésta arroja una cifra de 1,6 millones de toneladas de N 
ingresadas por esta vía, valor que supera la cantidad de fertilizantes nitrogenados que se 
comercializa anualmente en la Argentina, que es alrededor de 1,2 millones de toneladas, 
equivalentes a aproximadamente 0,47 millones de toneladas de N (González 2007). 
No hay duda que gran parte de la producción de soja de la Argentina se construye sobre la 
actividad de los rizobios del género Bradyrhizobium, asociados a la soja. Cuando por diversos 
motivos la simbiosis no es efectiva, la nodulación es pobre, que suele no estar relacionado a un 
bajo rendimiento, debido a que las plantas compensan la demanda extrayendo más N del suelo, 
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lo que conduce a su empobrecimiento. Esta forma de explotación de la reserva de N del suelo no 
es sostenible a lo largo del tiempo. Por ello una estrategia para conservar el N del suelo es 
cultivar leguminosas optimizando la fijación de N2. La tasa de adopción de la técnica de 
inoculación se puede considerar alta en nuestro país. Una encuesta realizada por empresas 
privadas establece que el 87 % de la soja se inocula, tanto sea de primera como de segunda y que 
el 94 % de los productores conoce cuáles son los beneficios de la inoculación; asimismo, pone de 
manifiesto que el 78 % de los productores elige los inoculantes líquidos, que dominan el 
mercado argentino (Lodeiro 2015).  
 
 
Figura I- 3: Estimación de la superficie cultivada con soja en Argentina 2014/2015.  
Datos Sistema Integral de Información Administrativa (SIIA) suministrados por el Ministerio de 
Agricultura Ganadería y Pesca. 
 
Según Martínez (2010) del INTA Oliveros existen dos modelos actuales para el cultivo de 
soja en la Región Pampeana Norte. Uno es el Modelo Sojero, que ocupa la mayor parte de la 
zona, entre el 75 y 80 % del área sembrada, donde el cultivo de la soja de Iª ocupa entre el 40 y 
el 70 % del total. La rotación de cultivos se realiza con trigo/soja IIª, sólo en un 33 % y tiene baja 
a nula reposición de nutrientes, alcanzando niveles críticos de fósforo (P) para soja o inferiores 
en amplias zonas. Presenta bajos rendimientos relativos en lento incremento y enmalezamiento 
con crecientes problemas de compactación. El otro sistema de producción es el Modelo 
Balanceado, que ocupa como máximo el 25 % de la zona. La superficie dedicada al cultivo de 
maíz y trigo/soja IIª, es igual o mayor al 50 %. El cultivo de soja de Iª es intercalado entre los 
anteriores, inclusive maíz-trigo/soja IIª sin soja de Iª. Presenta una tendencia a alcanzar niveles 
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de reposición de nutrientes adecuados, manteniendo niveles de P superiores a 15-18 ppm de P 
extractable (método Bray). Presenta rendimientos relativos altos y estables, improbables 
problemas de malezas y despreciables problemas de compactación. 
 
Microsimbionte: los rizobios.  
Los rizobios (del griego rizo= raíz y bios=vida) son bacterias Gram (-) móviles que habitan el 
suelo, y tienen forma de bacilo. Este término incluye un grupo heterogéneo de microorganismos 
que tienen en común la capacidad de sintetizar una enzima nitrogenasa, que reduce el N 
atmosférico (N2) y lo convierte en amonio (Jordan 1984; Graham 2008).  
Los rizobios que nodulan la soja pertenecen a varios géneros diferentes, Bradyrhizobium (B. 
canariense, B. daqingense, B. elkanii, B. japonicum, B. liaoningense, B. yuanmingense, B. 
diazoefficiens) (Yao et al. 2002; Delamuta et al. 2013; López et al. 2013), Ensifer (E. fredii, E. 
sojae, E. xinjiangense) (Chen et al. 1988), Mesorhizobium tianshanense (Chen 1995) y 
Rhizobium tropici (Hungría et al. 2006). Estas bacterias simbiontes se ubican en varias familias 
dentro del orden Rhizobiales (Kuykendall 2005), que es un conjunto con características 
fenotípicas y moleculares muy distintas, cuyo agrupamiento se basa únicamente en el análisis de 
la secuencia del gen 16S rADN (Tabla 1). 
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Tabla 1: Taxonomía de fijadores de N2 simbióticos, huéspedes y sitio de aislamiento.  
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Bradyrhizobium japonicum. 
El género Bradyrhizobium está constituido por bacilos Gram (-), de un tamaño entre 0,5-0,9 x 
1,2-3,0 µm, no forman esporas, son móviles por poseer un flagelo polar o subpolar, y son 
aeróbicos. Por lo general, contienen gránulos de poli--hidroxibutirato. Se desarrolla en forma 
adecuada dentro de los 25-30 ºC y a pH 6-7. Son bacterias quimioorganótrofas, que pueden 
utilizar una amplia variedad de hidratos de carbono y sales de ácidos orgánicos como fuentes de 
carbono, sin producción de gas. En el medio de cultivo, las células jóvenes de bradyrizobios se 
observan como bastones cortos, pero las células de más edad o en condiciones de crecimiento 
adversas, tales como bajas concentraciones de calcio o de magnesio, se presentan comúnmente 
pleomórficas (forma hinchada y alargada). Al igual que Rhizobium, las cepas de Bradyrhizobium 
no absorben el rojo Congo (concentración final 0,0025 %) cuando este se adiciona al medio 
YEM (Yeast Extract Mannitol), en donde las colonias son circulares, opacas, convexas, de color 
blanco o rosa y tienden a ser de textura granular, mientras que la mayoría de las bacterias del 
suelo desarrollan colonias de color rojo. Los tiempos de generación varían entre 9 a 18 hs, según 
las especies, por lo que las colonias no exceden de 1,0 mm de diámetro luego de 5-6 días de 
incubación a 30 ºC. Cuando se cultivan in vitro en medios sintéticos producen reacción alcalina y 
liberan al medio polisacáridos extracelulares solubles en agua. 
Algunas cepas crecen quimiolitotróficamente en presencia de H2, CO2 y a bajos niveles de O2. 
Como fuentes de nitrógeno utilizan sales de amonio, nitratos y algunos aminoácidos. En general, 
las cepas de Bradyrhizobium no crecen en medios que contienen 2 % de NaCl. Tienen la 
capacidad de realizar el proceso de desnitrificación. Por otro lado cepas, especialmente de B. 
elkanii, fijan nitrógeno en vida libre en condiciones especiales, como medios que contienen 
fuentes de carbono seleccionadas y un bajo nivel de oxígeno (Kuykendall 2005). 
B. japonicum es resistente a trimetoprima (50 mg/L) y a vancomicina (100 mg/L) pero a 
diferencia de B. elkanii es sensible al ácido nalidíxico (50 mg/L), tetraciclina (100 mg/L), 
estreptomicina (100 mg/L), eritromicina (250 mg/L), cloramfenicol (500 mg/L), rifampicina 
(500 mg/L) y carbenicilina (500 mg/L).  
Las especies de bradyrizobios normalmente forman nódulos en las raíces de Glycine (soja) y 
Macroptilium atropurpureum (siratro), donde se comportan como fijadores de nitrógeno. Dentro 
de los nódulos de la raíz, los bacteroides suelen presentar forma de “Y” ligeramente hinchada no 
ramificada o como bacilos de mayor tamaño, además contienen inclusiones de polifosfato y poli-
-hidroxibutirato. Algunas cepas tienen actividad hidrogenasa, esto hace que la fijación de 
nitrógeno sea más eficiente. Los bacteroides de los nódulos, cuando se siembran en medios de 
cultivo suelen dar origen a una colonia, lo que sugiere que son viables. 
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El género Bradyrhizobium tiene cierta complejidad en lo que hace a su constitución 
habiéndose identificado nuevas especies de organismos que interactúan con diversas plantas. 
Koppell & Parker (2012) sugirieron que la promiscuidad parece ser una característica de los 
integrantes del género Bradyrhizobium. Estas bacterias pertenecen a la familia 
Bradyrhizobiaceae, que es fenotípica, metabólica y ecológicamente diversa. Esta familia, incluye 
además de organismos que fijan N2, organismos fotosintetizadores, con respiración aerobia y/o 
anaerobia y también bacterias que son patógenos humanos (Garrity et al. 2005).  
Como ejemplo de la diversidad de rizobios que son capaces de establecer simbiosis con la 
soja se presenta un cuadro comparativo, con algunas de sus características (Tabla 2).  
 
Tabla 2: Principales diferencias entre los géneros de rizobios que nodulan soja (Garrity et al. 2005). 
 
 
Simbiosis bradyrizobio – soja 
Los rizobios no disponen de mecanismos propios que les permitan crear un ambiente 
anaeróbico o microaerófilo (a diferencia de otras proteobacterias, como las cianobacterias y las 
bacterias pertenecientes al género Frankia) para que ocurra la fijación de N2. Se cree que algunos 
linajes de las bacterias coevolucionaron conjuntamente con las angiospermas estableciendo las 
bases moleculares de una relación de simbiosis mutualista (Lloret & Martínez-Romero 2005). En 
el caso de los rizobios, el nitrógeno es fijado dentro de estructuras especializadas, los nódulos, 
que se desarrollan en la raíz o raramente en el tallo de las leguminosas. En el interior de los 
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nódulos, los rizobios se diferencian en bacteroides, los cuales están rodeados por una membrana 
y de esta manera conforman el simbiosoma, que es donde ocurre el proceso de FBN. 
Un nódulo es una estructura única y organizada que se desarrolla como resultado de una 
compleja secuencia de interacciones a nivel molecular entre los rizobios y las leguminosas. La 
relación entre ambos se puede calificar como rizoendosimbiosis mutualista estricta, ya que, 
aunque la planta y las bacterias pueden vivir en forma independiente, sólo la interacción, que 
tiene una marcada especificidad, genera beneficios para cada parte involucrada.  
Si bien el establecimiento de la simbiosis sigue una secuencia de pasos, estos pueden 
agruparse en tres etapas claves que generan características simbióticas: 
 Especificidad: interacción específica a nivel molecular entre una bacteria o grupo con un 
conjunto de plantas, de forma que el rizobio se adhiera a la raíz e induzca en ella la 
diferenciación del primordio nodular y la deformación del pelo radical. 
 Infectividad: proceso en el que los rizobios penetran en el tejido radical de la planta 
hospedadora por medio de un canal de infección que llega al nódulo, en donde se liberan los 
rizobios. 
 Efectividad: la actividad propia de los bacteroides para reducir el nitrógeno atmosférico (N2) a 
amonio en el interior del nódulo. 
En las etapas tempranas de la interacción, tanto el macro como el microsimbionte han 
desarrollado un complejo mecanismo de intercambio de señales moleculares que les permiten 
reconocerse específicamente, para luego desencadenar el denominado proceso de infección. 
Varios son los procesos y/o sustancias involucradas en esta primera etapa, entre ellos se pueden 
mencionar la quimiotaxis, la motilidad de las bacterias, las lectinas, los exudados radicales (van 
Rhijn & Vanderleyden 1995). Los flavonoides (derivados del 2-fenil-1,4 benzopirona) 
especialmente y otras sustancias como las betaínas y los ácidos eritrónico y tetrónico, exudados 
por las leguminosas, actúan como moléculas señal que inician el diálogo entre los rizobios y el 
hospedante (Perret & Staehelin 2000) (Figura I-4; etapa 1).  
El exudado radical determina en parte la especificidad de la relación simbiótica, ya que cada 
especie de rizobios responde a un conjunto de flavonoides que varían cuali y cuantitativamente 
entre las plantas (Perret & Staehelin 2000). La mayoría de las especies de rizobios interactúan 
sólo con un grupo selecto de leguminosas, que coincidentemente producen solo un flavonoide y 
se ha demostrado que algunos tienen una amplia gama de huéspedes lo que se ha asociado con la 
capacidad de la planta para producir una amplia gama de flavonoides (Pueppke & Broughton 
1999).  
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Una de las características de los rizobios es su capacidad de formar agregados y biopelículas 
para adherirse tanto a la raíz de las plantas como a las partículas de la rizósfera y así evitar ser 
desplazados de sus nichos ecológicos (Rinaudi & Giordano 2010). Los rizobios que se 
encuentran en las proximidades de la raíz detectan los flavonoides y otros compuestos exudados 
por las leguminosas, que actúan como atrayentes quimiotácticos. Se inicia entonces, el proceso 
de adhesión y posterior colonización de la raíz, mediado por proteínas secretadas al exterior y 
polisacáridos de superficie de las bacterias (Fauvart & Michiels 2008). Varias proteínas han sido 
propuestas para participar de este proceso: ricadhesinas, lectinas y flagelinas (De Hoff et al. 
2009). Los polisacáridos también se consideran componentes críticos que participan en esta 
etapa, con implicancia en la competitividad (Sorroche et al. 2012).  
Luego de esta primer interacción de los flavonoides, se expresan en los rizobios los genes nod 
(nodulación) (Perret & Staehelin 2000), que conduce a la producción y secreción de un conjunto 
de lipo-quito-oligosacáridos cepa específicos, conocidos como factores de nodulación (FN) 
(Figura I-4; etapa 2). Las diferentes decoraciones de los FN unidos al esqueleto de oligosacárido 
son también responsables de la especificidad huésped-simbionte. Los FN desencadenan, una 
serie de respuestas específicas en la planta huésped, en particular en los pelos radicales que se 
encuentran en activo crecimiento y que son los que pueden diferenciarse, ubicados 1-2 cm por 
encima del meristema (Gage 2004; Murray 2011; Lodeiro 2015). Se han descrito varios 
receptores de los FN de naturaleza quinasa (Jones et al. 2007), como la calmodulina que induce 
la expresión de varios genes denominados nodulinas tempranas (ENODS: “early nodulin 
genes”) (Snedden & Fromm 2001; Hirsch et al. 2009). Estas nodulinas provocan las alteraciones 
en los pelos radicales que finalmente se deforman y enrulan (hair curling). La deformación y la 
curvatura del pelo radical ocurren al estimularse el crecimiento diferencial del extremo apical de 
manera que adquiere la forma de cayado de pastor (Shepherd´s crook), donde los rizobios 
adheridos quedan atrapados (infección primaria). Esta es la primera respuesta 
microscópicamente visible de la leguminosa tras el contacto con los rizobios. La unión de los 
rizobios a los pelos radicales estimula su deformación, dentro de las 6 - 8 hs de su emergencia 
(Bhuvaneswari 1981; Gage 2004) (Figura I-4; etapa 3). Simultáneamente, los FN inducen la 
expresión en la planta de otros genes específicos del proceso simbiótico, encargados de sintetizar 
las nodulinas que están relacionadas con el incremento de la actividad mitótica en las células de 
la corteza, lo que finalmente da origen al primordio del nódulo (Ferguson et al. 2010). En el 
interior del pelo, ocurren una serie de cambios y comienza la síntesis de nueva pared celular, 
alrededor de las bacterias, en dirección a las células corticales de la raíz, originando una 
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estructura tubular denominada hilo infectivo o canal de infección. En el caso de la soja los 
rizobios penetran en sus hospedadores mediante este canal interno. De manera que los rizobios 
se mueven a través del mismo sin interactuar con el citoplasma de las células de la planta hacia 
la base del pelo (Gage 2004) (Figura I-4; etapa 4-5). Los rizobios que se encuentran en el 
extremo del canal son los que se multiplican activamente (Capoen et al. 2010; Ferguson et al. 
2010) (Figura I-4; etapas 6-7). Los canales de infección alcanzan las células corticales de la raíz, 
donde se ramifican y extienden, infectando las capas de células más profundas de la corteza de la 
raíz, culminando su desarrollo en células diferenciadas de la región subyacente al meristema 
nodular, en las que el ciclo celular está bloqueado. Simultáneamente, la invasión de los rizobios 
estimula la división mitótica de las células corticales, lo que da origen al primordio del nódulo 
(Figura I-4; etapa 8). A continuación los bradyrizobios son liberados en el interior de las células 
vegetales, y por endocitosis la membrana de estas células rodea a una o unas pocas bacterias, 
formando estructuras llamadas simbiosomas. Finalmente los rizobios se ubican en el tejido 
central de los nódulos, en donde se diferencian transformándose en bacteroides, por lo que cada 
simbiosoma constituye la unidad funcional de fijación de N2. La diferenciación de las bacterias 
en bacteroides, implica cambios morfológicos, bioquímicos, entre los que se encuentran la 
síntesis del sistema enzimático nitrogenasa que llevará a cabo la reducción del N2 a amonio, que 
es asimilado por la planta. En el caso de Bradyrhizobium los bacteroides aumentan 4 a 7 veces 
de tamaño en relación a cuando se encuentran en el suelo (Figura I-4; etapa 9-10). La membrana 
peribacteroidal que rodea al simbiosoma constituye el límite y funcionalmente establece la unión 
entre la bacteria y el citoplasma de la célula vegetal, y es la responsable del intercambio de 
señales y nutrientes entre ambos organismos. En el proceso descripto se produce un 
silenciamiento o reducción de la mayoría de los procesos metabólicos y un aumento de la 
expresión de los genes nif y síntesis de las enzimas involucradas en la fijación de N2 y la 
respiración. Los genes nif, codifican las proteínas que conforman el complejo enzimático 
nitrogenasa.  
El amonio que produce la nitrogenasa es asimilado por el sistema GS-GOGAT, formando 
glutamina y es transportado a la planta de soja, generalmente en forma de alantoina y ácido 
alantoico. En resumen, como resultado de la interacción los rizobios reciben fotosintatos fijados 
por la planta y la planta recibe el nitrógeno fijado por la bacteria (Denison & Kiers 2004). El 
equilibrio en el intercambio de metabolitos entre la planta y el microorganismo resulta vital para 
la simbiosis. Una alteración podría conducir a activar hidrolasas y por lo tanto a la muerte del 
simbiosoma y a la senescencia del nódulo (Denison 2000; Gage 2004). En este contexto vale la 
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pena aclarar que los nódulos de soja (Glycine max), son de crecimiento determinado y el 
aumento del tamaño se basa en la expansión de las células que se generaron en el inicio de la 
nodulación, en el meristema del nódulo. La morfología de los nódulos es esférica y esto se debe 
a que el meristema, que no es persistente, genera un aumento en el número de células que luego 
aumentan de tamaño y se curvan. Las células que invaden los bradyrizobios se encuentran todas 
en una misma fase de desarrollo (Ferguson et al. 2010). Estos nódulos permanecen activos 
algunas semanas y cuando senescen pueden desreprimirse infecciones preexistentes y formarse 
nuevos nódulos en la zona de la raíz en crecimiento. En cambio, los nódulos de crecimiento 
indeterminado, como los que producen Medicago sativa (alfalfa), Pisum sativum (arveja), Vicia 
spp, entre otros, presentan meristema persistente que produce un desarrollo continuo del nódulo 
que toma una forma cilíndrica. En este tipo de nódulo coexisten diferentes estadios de desarrollo 
de los rizobios simultáneamente (Figura I-4, etapa 10). 
Si bien los rizobios pueden vivir en forma libre como saprótrofos en el suelo, la simbiosis con 
las leguminosas ofrece amplias ventajas. Por ello cuando el huésped está presente, unas pocas 
bacterias (de la gran cantidad de células de rizobios en el suelo) son las que interactúan e 
infectan las raíces de la planta y de esta manera proliferan y se multiplican en un ambiente 
protegido como es el hilo infectivo dando así origen a millones de células (Denison & Kiers 
2004).  
Cuando se produce la senescencia de los nódulos un alto número de células viables 
(bacteroides de los nódulos determinados y células no diferenciadas de los indeterminados) son 
liberadas y se distribuyen en el suelo, contribuyendo así al aumento del número de bacterias, lo 
que compone una futura población que infectará los cultivos que se realicen a posteriori por lo 
cual pueden pasar a constituir un componente relevante en la microbiota edáfica (Denison & 
Kiers 2004).  
En el suelo los rizobios persisten por períodos variables, que dependen por un lado de 
características intrínsecas de las cepas, como la capacidad de supervivencia y tolerancia a estrés, 
por la capacidad para adherirse a las partículas del suelo más o menos firmemente, y por el otro 
lado a las condiciones del medio, que están dadas por el tipo de agregados del suelo, el efecto 
rizosférico, el contenido de humedad, pH, temperatura, salinidad. Se ha demostrado que los 
rizobios pueden sobrevivir en el suelo desde semanas a varios años (Cleyet-Marel et al. 1995; 
Brutti et al. 1998; Mendes et al. 2004; Vriezen et al. 2007). En base a lo expuesto es claro que las 
labores culturales que se emplean en la preparación de los suelos para la siembra, pueden 
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modificar en menor o mayor medida la estructura y composición del suelo, es decir que el 
ambiente podría afectar la supervivencia de los microorganismos edáficos. 
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Figura I- 4: Etapas de desarrollo de nódulos de leguminosas indeterminados y determinados.  
Se ilustran las etapas de desarrollo de nódulos de arvejas (indeterminado; izquierda) y soja (determinado; 
derecha). Se indican las diversas etapas de desarrollo, tipos de tejidos y zonas de nodulación (Ferguson et 
al. 2010). 
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Labranzas 
Las labranzas están destinadas a controlar malezas y acondicionar el suelo para la siembra. 
Esta tarea tiene como objetivo realizar una implantación del cultivo exitosa, para lo cual la 
emergencia de las plántulas es clave. 
Las labores culturales que se utilizan para preparar los suelos para la agricultura, modifican 
las propiedades físicas, químicas y biológicas de los suelos (Logan et al. 1991; Dorr de Quadros 
et al. 2012). Se pueden clasificar según el grado de roturación en tres clases: labranza 
convencional, labranza vertical y siembra directa (labranza cero). 
Cuando se inició el cultivo de soja en nuestro país por los años 60´s, el laboreo de suelos se 
realizaba con arado de rejas, como labranza primaria, y se difundió el uso de implementos de 
labranza secundaria que inducían un refinamiento de los agregados lo que, según el tipo de suelo, 
producía un gran deterioro del suelo. Este tipo de manejo conforma la labranza tradicional o 
labranza convencional (LC), que consiste en cortar e invertir total o parcialmente la capa 
superficial de suelo. De esta manera la erosión hídrica alcanzó a lotes de leve pendiente y se 
agravó en los de pendiente moderada. Además, se generalizó la quema del rastrojo de trigo para 
acelerar la preparación del suelo y la siembra de la soja de segunda. Sin embargo, en 1976, el 
manejo del suelo para el cultivo incorporó una sorprendente innovación: la siembra directa (SD). 
En este tipo de sistema, denominado conservacionista, se mantiene la cobertura vegetal sobre la 
superficie del suelo, mejorando sus características físicas y químicas con respecto a sistemas 
convencionales, constituyendo así una valiosa herramienta para detener la degradación y 
mantener la calidad ambiental, ya que se reducen las pérdidas por erosión y se facilita la 
retención del carbono. La adopción del sistema de SD durante 10 años continuos en Hapludoles 
Típicos, que son suelos similares a los estudiados en esta tesis, generó cambios significativos en 
las propiedades edáficas, incrementando la materia orgánica, mejorando la estructura, mientras 
que redujo la compactación (Zanettini et al. 2014), beneficios que no se observaron con otros 
sistemas de labranza (Diaz Zorita 1999). 
Es por ello que desde el surgimiento de la SD, se promovió un paquete de innovaciones 
técnicas que ofrecen adaptabilidad del cultivo a distintos ambientes, con alta seguridad de 
cosecha y con facilidad de manejo y cosecha. Esto en la actual situación de precios permite 
obtener una aceptable rentabilidad. En este contexto es importante elegir prácticas de 
preparación de la tierra que protejan los recursos naturales y al mismo tiempo mejoren la 
productividad y reduzcan los costos de protección.  
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Población naturalizada y diversidad de los rizobios que nodulan soja  
Las bacterias que nodulan las raíces de las leguminosas están ampliamente distribuidas en las 
regiones donde se han realizado cultivos de estas plantas. Se han identificado diferentes sitios de 
diversificación de las leguminosas y estos coinciden con los sitios de diversificación de los 
rizobios que son capaces de establecer simbiosis con las leguminosas en cuestión (Martinez-
Romero & Caballero Mellado 1996). Por otro lado, la riqueza de los rizobios es mayor en suelos 
tropicales y subtropicales, que en los templados, como resultado de que en esas zonas las 
leguminosas prevalecen por sobre otras especies (Yanagi & Yamasato 1993).  
Los suelos de Brasil y de Argentina originalmente no contenían rizobios simbiontes de la 
soja, por lo que al iniciar el cultivo fue necesario importar junto con las semillas las bacterias 
simbióticas (Ferreira & Hungria 2002; Mendes et al. 2004; Lodeiro 2015). Al realizar la 
inoculación de la semillas se asegura una temprana colonización de la rizósfera por B. 
japonicum, lo que favorece la nodulación y fijación de N2, de manera de obtener el mayor 
potencial de rendimiento del cultivar de soja y además conservar las reservas de N del suelo 
(Brockwell et al. 1995). La inoculación del cultivo de soja condujo a la introducción en los 
suelos de estirpes exóticas de rizobios en los que la dinámica poblacional condujo a su 
naturalización, a tal punto que hoy, tanto en Argentina como en Brasil, es difícil encontrar suelos 
libres de rizobios. Más aún, en suelos que nunca fueron inoculados, se han aislado rizobios que 
se cree fueron llevados por el agua y/o el viento (Ferreira & Hungria 2002; Mendes et al. 2004; 
Lodeiro 2015). La inoculación masiva de suelos brasileños con pocas cepas de Bradyrhizobium 
recomendados para la soja ha resultado en el establecimiento de una población en la mayoría de 
los suelos sembrados con esta leguminosa (Giongo et al. 2008). 
La persistencia de las bacterias en el suelo es una función de la capacidad saprotrófica, de la 
capacidad de multiplicación y en el caso de las bacterias simbiontes de la presencia de la planta 
huésped, del ambiente y la promiscuidad (Brockwell & Bottomley 1995). 
La dinámica de las poblaciones de rizobios en los suelos, se ve impactada por el efecto que las 
labores provocan sobre el ambiente del suelo y en definitiva sobre la diversidad (Ferreira et al. 
2000), que además está influida por la transferencia horizontal de genes (Suominen et al. 2001; 
Moulin et al. 2004). La labranza convencional, que consiste en realizar las prácticas tradicionales 
de arado y rastra para preparar la tierra, conducen a reducir el contenido de materia orgánica del 
suelo y así se aumenta la erosión, especialmente en la región del trópico (Hungria & Vargas 
2000). Alternativamente, la siembra directa resulta en un aumento del contenido de materia 
orgánica del suelo, lo que mejora la estructura del suelo y el contenido de humedad, además de 
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proteger al suelo de la erosión (Hungria & Vargas 2000). Asimismo, las condiciones estresantes 
asociados con la labranza convencional, tales como temperaturas más altas, baja humedad del 
suelo y bajo contenido de C, podrían tender a seleccionar cepas tolerantes a condiciones de 
estrés. Por otro lado se han descripto que adicionalmente los sistemas de labranza alteran el 
tamaño y la diversidad de las poblaciones (Ferreira et al. 2000; Bizarro et al. 2011; Yan et al. 
2014). Bizarro y colaboradores (2011) encontraron que la diversidad genética de la población de 
rizobios fue mayor en suelos bajo siembra directa que en suelos bajo labranza convencional, ya 
que en el primer caso se mantienen las caracteristicas físicas, químicas y biológicas de suelo.  
En varios trabajos se ha descripto la aparición en los suelos de mutantes naturales como 
resultado del efecto del estrés sobre los organismos (Gomes Barcellos et al. 2009) lo que es más 
notable en condiciones ambientales extremas (Hungria & Vargas 2000). Esto fue además 
confirmado por estudios realizados en suelos bajo condiciones ambientales menos estresantes en 
donde las poblaciones mostraron menores niveles de variabilidad (Judd et al. 1993; Obaton et al. 
2002). 
Además de la variabilidad en las capacidades simbióticas, las poblaciones de rizobios, 
muestran variabilidad morfológica, bioquímica, fisiológica y genética, relacionada con el proceso 
de adaptación (Hungria&Vargas 2000; Galli-Terasawa et al. 2003; Giongo et al. 2008). La 
pérdida o ganancia de material genético modela la evolución de los genomas microbianos. Parte 
de la información genética es indispensable para la supervivencia pero el intercambio de material 
genético ya sea por pérdida o incorporación, es muy frecuente. La mayoría del material 
transferido horizontalmente es parte de un paquete genético flexible que contiene genes que son 
útiles para la adaptación a un determinado medio ambiente y que si bien no son indispensables 
para la sobrevivencia del procarionte, modifican su capacidad de adaptación al ambiente (Lloret 
& Martínez-Romero 2005). 
Uno de los principales determinantes de la diversidad es la presencia, continua o periódica, de 
la planta huésped (Kahindi et al. 1997; Ferreira et al. 2000; Yan et al. 2014). Sin embargo es 
interesante observar que las poblaciones de rizobios del suelo también son afectadas cuanti y 
cualitativamente por la acidez, contenido de arcilla y materia orgánica, el efecto estacional 
(temperatura –humedad), la profundidad del muestreo, la historia del uso de la tierra, así como la 
distribución geográfica y factores como la densidad de gramíneas (Kahindi et al. 1997; Zahran 
1999; Ferreira et al. 2000; Catroux et al. 2001; Revellin et al. 1996; Giongo et al. 2008). Los 
campos que se manejan en base a una fertilidad adecuada (ej. manejo orgánico) y con cultivo de 
leguminosa huésped, suelen resultar con una población con mayor número de rizobios y más 
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diversa (Zengeni et al. 2006; Grossman et al. 2011). Por ello, la composición de las poblaciones 
de rizobios naturalizadas en los suelos, varía notablemente aún en distancias muy cortas (Hungria 
et al. 1997a).  
En cuanto a los recuentos de rizobios realizados en diferentes ambientes se observó que la 
población varía entre 10
2
 a 5x10
3
 rizobios.g
-1
 de suelo de los Cerrados (Ferreira et al. 2000), de 
10
3
 a 10
7
 rizobios.g
-1
 de suelo de la región tropical (Hungria & Vargas 2000). En suelos del sur 
brasileño se han reportado 10
5
cel. g
–1
 (en Londrina), 10
3
 cel. g
–1
 (en Ponta Grossa) (Hungria et al. 
2006). En suelos de Francia en los que la soja se inoculó se realizaron recuentos de 80 a 1,5x10
4
 
rizobios.g
-1
 de suelo (Revellin et al. 1996). En la Argentina el tamaño de la población 
naturalizada se encontró es de 10
2
 – 105 rizobios.g-1 de suelo (Tringali et al. 1997; González et al. 
1997; Brutti et al. 1998).  
El efecto de las poblaciones de rizobios naturalizados en los suelos sobre el rendimiento de la 
soja se ha descrito que es controvertido. En algunos trabajos se ha reportado que el rendimiento 
tiene una relación inversa a la presencia de rizobios naturalizados en el suelo (Thies et al. 1991). 
En Argentina, se encontró que en campos con monocultivo de soja, a pesar de no recibir N ni 
haber sido inoculados en los últimos 5 años, los rendimientos fueron similares a los obtenidos en 
soja inoculada con cepas comerciales (Melchiorre et al. 2011). Aunque debido a que los suelos de 
nuestro país, no siempre contienen una población suficientemente grande de rizobios, la 
inoculación de cultivos de soja en es una práctica generalizada (González 2007). 
En resumen, las condiciones ambientales son factores que limitan el crecimiento y la actividad 
de los rizobios en el suelo, modificando la composición de las comunidades microbianas. Las 
poblaciones de rizobios simbiontes de la soja naturalizados varían tanto en número de individuos, 
así como en su capacidad para establecer simbiosis y fijar N2. Esta es una de las características 
más relevantes que se investigan en los distintos aislamientos de las bacterias naturalizadas, que 
ofrecen la ventaja de estar adaptados al ambiente, especialmente cuando éste es estresante como 
en suelos del trópico (Ferreira et al. 2000; Denison&Kiers 2004). La diversidad de los 
bradyrizobios suele ser acompañada por alteraciones en la competitividad y capacidad 
saprotrófica (Mendes et al. 2004). Es decir que el potencial para ser un componente estable de la 
microbiota del suelo y la estabilidad de las características simbióticas, deben ser objetivos de 
selección de cepas para la fabricación de inoculantes (Brockwell & Bottomley 1995).  
 
 
Introducción  CAPÍTULO I 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral  42 
 
Diversificación de los rizobios  
El genoma de B. japonicum se secuenció en 2001 (Kaneko et al. 2002). Consta de un 
cromosoma circular de 9,1 Mb. Se han identificado 8317 posibles genes codificantes de proteínas 
(ORFs, Open Reading Frames), los operones de los genes ARNr y 50 genes de ARNt. Un 52 % 
de los genes son homólogos a genes descriptos en bases de datos y codifican actividades 
conocidas mientras que el 30 % codifican proteínas hipotéticas, y el 18 % restante no tiene 
homología con genes conocidos. El 34 % de los genes presentan homología con secuencias 
encontradas en los genomas de Mesorhizobium loti y Sinorhizobium meliloti. Se identificaron en 
el genoma un total de 167 genes que codifican transposasas y 104 copias de secuencias de 
inserción (IS). La isla simbiótica de Bradyrhizobium que contiene los genes para que la bacteria 
fije nitrógeno en simbiosis con su hospedante, está contenida en un fragmento de 681 kb, 
curiosamente 100 de las 167 transposasas se encuentran en la isla simbiótica (Kaneko et al. 
2002). En relación a esto, la evolución del genoma de las bacterias asociadas a plantas ha estado 
dirigida por la adquisición de replicones auxiliares, reordenamientos, duplicación y creación de 
nuevos genes mediada por elementos genéticos móviles, que han jugado un papel clave en la 
transferencia horizontal de funciones de simbiosis y/o patogénesis (Jimenez-Zurdo et al. 2006). 
El genoma de Bradyrhizobium es plástico y esto probablemente explique las modificaciones y 
adaptaciones que sufren las cepas. Estos procesos seguramente son acelerados por la interacción 
de las bacterias simbiontes con la planta huésped, la adaptación al medio ambiente (Sullivan & 
Ronson 1998; Hungria & Vargas 2000) y las prácticas agrícolas (Ferreira et al. 2000; Galli-
Terasawa et al. 2003; Kaschuk et al. 2006a; Bizarro et al. 2011; Yan et al. 2014).  
Algunos autores sostienen que las poblaciones de bacterias simbióticas son más susceptibles 
a las perturbaciones ambientales y puede ser un indicador biológico más sensible de la variación 
ambiental que la presencia de fijadores de vida libre (Depret et al. 2004). 
Las modificaciones naturalmente ocurren en el genoma de los rizobios lo que sumado a la 
transferencia horizontal de material genético que sucede en el suelo, son probablemente las 
fuentes más importantes de variabilidad genética. Como ejemplo se puede mencionar a la 
dinámica del genoma observada en Ensifer fredii NGR234. Esta estirpe de crecimiento rápido 
contiene un plásmido simbiótico que está constituido por un 18 % de secuencias de inserción 
(Perret et al. 1997) y un segundo plásmido que contiene un 40 % de genes homólogos a otras 
especies bacterianas (Streit et al. 2004), lo que sugiere que existe transferencia horizontal con 
otros organismos. En esta bacteria se ha demostrado que permanentemente se producen 
rearreglos del genoma entre los tres replicones, los dos megaplásmidos y el cromosoma 
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(Mavingui et al. 2002). Por lo tanto el genoma de las bacterias está sujeto a mutaciones y 
rearreglos lo que contribuye aún más a generar diversidad y a la evolución del organismo 
(Mavingui et al. 2002). Varios autores han descripto la identificación de aislamientos en 
poblaciones de suelos inoculados que no se agrupan con ninguna cepa parenteral (Loureiro et al. 
2007). 
El desarrollo de las técnicas moleculares ha aportado herramientas útiles para la 
identificación de las especies de bacterias que interactúan con las leguminosas (Lopez & Balatti 
2012). En Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110 se ha generado en base a los marcadores 
moleculares el mapa físico del genoma (Tomkins et al. 2001) y posteriormente su secuencia 
completa (Kaneko et al. 2002).  
En muchos microorganismos se ha descripto que en el genoma se encuentra un alto número 
de secuencias de inserción y repetitivas (Kaluza et al. 1985; Flores et al. 1998; Minamisawa et al. 
1998). Los Bradyrhizobium contienen regiones repetitivas que se conocen como RSα, RSβ y 
IS1631, que son conservadas y se encuentran dispersas en el genoma (Minamisawa et al. 1998). 
Estas secuencias no sólo permiten establecer diferencias genéticas entre los aislamientos dentro 
de una misma especie y en algunos casos identificarlas (Kaluza et al. 1985; Minamisawa et al. 
1998; Sameshima et al. 2003), sino que además intervienen en los rearreglos del genoma. Sin 
embargo, estas no son las únicas secuencias involucradas en la identificación de los 
microorganismos. 
El 16S ADNr, es la molécula que se ha utilizado para la identificación de microorganismos y 
para realizar estudios evolutivos (Willems et al. 2001; Yanagi & Yamasato 1993). Si bien 
algunas bacterias tienen varias copias de esta secuencia como E. fredii, B. japonicum posee una 
sola copia de 16S ADNr (Kündig et al. 1995; Kaneko et al. 2002). La diversidad de los 
aislamientos de Bradyrhizobium a nivel morfológico, fisiológico y genético no es reflejada por 
las diferencias que muestra este gen. Probablemente esto se debe a que el 16S ADNr es una 
secuencia muy conservada, y además a que algunos loci son transferidos de un microorganismo a 
otro por transferencias laterales de genes recurrentes (Qian et al. 2003).  
Entre las estrategias para el análisis de la diversidad se ha mencionado también el empleo de 
otros genes como el 23S ADNr o la región intergénica 16S-23S, que varía no sólo en la secuencia 
de bases sino también en el largo, el análisis de la secuencia de genes involucrados en la fijación 
de nitrógeno como el nifH y en la nodulación (nodA) (Laguerre et al. 1996; Doignon-Bourcier et 
al. 2000; Tan et al. 2001; Lloret&Martínez-Romero 2005). El análisis de la diversidad con estos 
u otros genes, ha permitido detectar secuencias específicas que identifican a especies de rizobios 
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o a organismos dentro de una misma especie (Hartmann et al. 1996; Sánchez Contreras et al. 
2000; Videira et al. 2002; Pastorino et al. 2003). Vinuesa y colaboradores (2005) demostraron 
incongruencias entre los árboles filogenéticos realizados sobre la base del análisis de secuencias 
de genes conformacionales (housekeeping) y genes de simbiosis, sugiriendo que es muy 
frecuente la transferencia horizontal de genes entre representantes de Bradyrhizobium y que de 
esta manera las estirpes suelen adquirir genes de resistencia a estreses ambientales. Es decir, que 
es probable que los rizobios nativos que hacen simbiosis con leguminosas indígenas sean una 
fuente de diversidad como resultado del efecto de la transferencia horizontal de genes en los 
rizobios introducidos.  
En estudios realizados en suelos de Paraguay, Brasil y Argentina se detectó la presencia de 
una gran diversidad de rizobios (Santos et al. 1999; Chen et al. 2002; Galli-Terasawa et al. 2003; 
Zabaloy & Gómez 2005). Los aislamientos descriptos presentaron una gran variabilidad que se 
observó a nivel de las características morfológicas, fisiológicas, serológicas, genéticas y 
simbióticas (Gomes Barcellos et al. 2007; Batista et al. 2007; Bizarro et al. 2010). Es interesante 
ampliar las investigaciones realizadas para poder relacionar la variabilidad fenotípica y 
genotípica con el proceso de adaptación de los microorganismos de los suelos y las implicancias 
ecológicas. 
Todos estos resultados sugieren, entre otras cosas, que es importante conocer la diversidad de 
las bacterias que se encuentran en los suelos y que interactúan o pueden interactuar con la soja. 
Esto es más relevante si se considera que los cultivares suelen interactuar diferencialmente con 
los rizobios del suelo y por lo tanto actúan modificando el número y diversidad de las 
poblaciones. Más aún algunos rizobios nodulan preferencialmente con ciertos materiales 
genéticos y por lo tanto el cultivar trampa define la diversidad de rizobios atrapada (Salvucci et 
al. 2012; López et al. 2013).  
La variabilidad en las poblaciones de microorganismos del suelo parece ser el resultado de 
una combinación de eventos, tales como la dispersión de la cepa, la recombinación genómica, y 
la transferencia horizontal de genes (Valencia & Gómez 2012). Asimismo puede inferirse que la 
variabilidad también está relacionada con la adaptación de los organismos al medio, con su 
capacidad saprotrófica, que está directamente implicada con la competitividad (Gomes Barcellos 
et al. 2007; Batista et al. 2007).  
En los suelos de la Argentina se han identificado cepas de rizobios nativos simbiontes de 
leguminosas nativas, en poblaciones que presentan altos niveles de diversidad, y que varían en su 
comportamiento frente al estrés (Melchiorre et al. 2011; Chávez Díaz et al. 2013). Se sabe que 
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muchas de estas leguminosas desarrollan nódulos en simbiosis con rizobios de crecimiento lento 
y muy probablemente pertenecientes al género Bradyrhizobium. Esto y el hecho de que los 
bradyrizobios son promiscuos, conducen a pensar que los rizobios simbiontes de las especies 
nativas son potenciales simbiontes de soja y por lo tanto serían competidores de los inoculantes 
comerciales o fuentes de intercambio genético con los rizobios introducidos (López et al. 2013). 
 
Inoculantes 
Los primeros países en producir inoculantes fueron EEUU y el Reino Unido en 1895, práctica 
que luego se extendió a otros países como Brasil, Argentina, Uruguay. La producción y 
utilización de inoculantes para leguminosas ha evolucionado prácticamente a la par del 
crecimiento del cultivo en Argentina y Brasil (Ferraris et al. 2005). 
El objetivo de los inoculantes es proveer bradyrizobios seleccionados con capacidades 
simbióticas superiores para mejorar los rendimientos. Las cepas de rizobios seleccionadas para la 
producción de inoculantes deben formar nódulos eficientes con la planta huésped bajo una 
amplia gama de condiciones de cultivo. Más aún, como es probable que el suelo a sembrar haya 
sido cultivado con la leguminosa y por lo tanto contenga rizobios naturalizados, la cepa del 
inoculante debe ser competitiva (Date 2000).  
La tecnología de la inoculación fue evolucionando en el tiempo, registrándose cambios que 
fueron mejorando la eficiencia del proceso. Los primeros inoculantes se elaboraron en base de 
turba, luego se mejoró el producto empleando turba estéril, otro avance fue el empleo de los 
inoculantes líquidos, cuyo uso y manejo es más simple (Gonzalez Anta 2006). Más 
recientemente se desarrollaron los protectores bacterianos, compuestos que aumentan la 
hidratación y nutrición celular sobre la superficie de la semilla (Ferraris et al. 2005).  
Los programas de selección de cepas de rizobios para la producción de inoculantes tienen 
varias fases. El aislamiento de bacterias fijadoras de nitrógeno a partir de los nódulos de plantas 
cultivadas a campo, o inoculadas con muestras del suelo; la selección en base a su velocidad de 
infección, capacidad para desarrollo de nódulos y eficiencia de fijación de N2, si bien 
inicialmente éstas características se evalúan en condiciones controladas, luego se realizan 
ensayos a campo en condiciones similares a los sitios en que se utilizarán los inoculantes. En este 
contexto es importante considerar las poblaciones de rizobios alóctonas, que si bien por un lado 
son una fuente para la selección de nuevas cepas adaptadas a ambientes locales, da como 
resultado altos niveles de competencia saprotrófica (Zengeni et al. 2006). Además la presencia 
ubicua de estas poblaciones con frecuencia impide que las cepas de los inoculantes ocupen los 
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nódulos de soja, aún cuando estos están adheridos a las semillas. Este problema de competencia 
por la nodulación, se observó en todo el mundo, y también en otros cultivos de leguminosas 
(Althabegoiti et al. 2008). Este es un reto que debe ser superado por las cepas seleccionadas para 
la producción del inoculante (Lodeiro 2015). No obstante existen informes de Brasil que 
demuestran que bradyrizobios alóctonos, cuyo origen fueron los inoculantes, en el suelo se 
volvieron más competitivos manteniendo el nivel de fijación de N2 (Alves et al. 2003). El 
conocimiento de la población del suelo es por lo tanto indispensable para evaluar los beneficios 
potenciales de una estrategia de inoculación (Catroux et al. 2001; Obaton et al. 2002; Lindström 
et al. 2010). 
Otras características importantes a evaluar son la persistencia de la bacteria en el suelo en 
ausencia de la planta huésped, la estabilidad genética de la cepa, la compatibilidad con productos 
agroquímicos y la supervivencia bajo una amplia gama de condiciones físicas y químicas del 
suelo. El éxito de las cepas introducidas para establecer una relación simbiótica y persistir en un 
suelo depende de las condiciones locales y la presencia de rizobios alóctonos competitivos 
(Brockwell et al. 1995; Botha et al. 2004). Sin embargo, finalmente, en el proceso de selección 
de cepas se confirma la capacidad (eficiencia) de la cepa evaluando el rendimiento del cultivo en 
un amplio espectro de condiciones ambientales (Antoun & Prevost 2006; Melchiorre et al. 2011; 
Somasegaran & Hoben 2012). Si bien esto es correcto hay un sinnúmero de efectos que se 
evalúan a la hora de definir el impacto de la inoculación  
Por otro lado, las cepas seleccionadas deben desarrollar en medios de cultivo industriales, en 
donde se alcanzan altas densidades celulares, proceso que no debe afectar la sobrevivencia ni la 
capacidad simbiótica de los rizobios. 
El agregado continuo de fertilizantes, fundamentalmente nitrogenados y fosforados, para 
satisfacer la producción de los cultivos, ha ocasionado la degradación de la calidad de suelos, y 
ha conducido a la contaminación del aire y el agua. Se estima que en los próximos 40 años se 
producirá un nuevo período de expansión agrícola tendiendo a cubrir la demanda de alimentos de 
una población que tendrá mayor poder adquisitivo. Por ello se debe trabajar en reducir el 
impacto ambiental. Se prevé que en el año 2050, 10
9
 hectáreas de ecosistemas naturales se 
convertirán a la agricultura. El empleo de biofertilizantes no solo permite aumentar los 
rendimientos sino que es una de las alternativas que junto con otras metodologías colaboran con 
la producción sustentable. Por lo tanto, es necesario realizar investigaciones científico-
tecnológicas destinadas a desarrollar marcos regulatorios y establecer políticas tendientes a 
disminuir el impacto de la expansión agrícola sobre el ambiente (Tilman et al. 2002). La 
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necesidad de disminuir el uso de los fertilizantes nitrogenados y la ampliación de la producción 
sugieren que los sistemas a nivel mundial tenderán a ser más dependiente de la FBN (Herridge et 
al. 2008). En la medida que el mejoramiento genere cultivares de soja con mayor potencial de 
rendimiento, la demanda de N del cultivo irá en aumento. Es decir que si la demanda actual del 
cultivo de soja es de aproximadamente 300 kg de N.ha
-1
, con rendimientos de hasta 8000 kg.ha
-1
 
la demanda de N se incrementará hasta 1000 kg de N.ha
-1
 (Hungria et al. 2006). Por ello, es 
importante estudiar las poblaciones naturalizadas de cada región, con el fin de identificar cepas 
adaptadas a las condiciones naturales y que fijan N2 más eficientemente. 
Los microbiólogos, ahora con ayuda de herramientas moleculares, continuan estudiando la 
biodiversidad de los bradyrizobios en el suelo y esperan encontrar cepas de bacterias nodulantes 
para la soja, adaptadas a cada ambiente, resistentes a algunas de las condiciones extremas, como 
salinidad, acidez y altas temperaturas. En estos casos, la selección de cepas puede generar 
progresos importantes, como lo ha hecho el programa de selección de cepas llevado a cabo en 
Brasil (Santos et al. 1999). En los suelos como los de la región pampeana argentina, que por sus 
contenidos de materia orgánica y cationes, por sus características de textura y pH resultan con 
mayor potencial para la naturalización del género Bradyrhizobium, la selección de cepas, deberá 
enfrentar el desafío que impone el fenómeno de competencia que ejerce la flora rizobial 
naturalizada en el suelo (Gonzalez 2006). 
La cepa E109 de B. japonicum es una de las rizobacterias más utilizadas en Argentina desde 
1970, dado que ha sido la cepa comercial recomendada por el INTA (Instituto Nacional de 
Tecnología Agropecuaria), para emplearla en la formulación de inoculantes por su alta capacidad 
FBN (Torres et al. 2015). En nuestro país, no existe la obligación de declarar con qué cepa o 
cepas se formulan los inoculantes. El 46,5% de los productos inscriptos están formulados con 
Bradyrhizobium japonicum E109, 6% con E109 más otra cepa de Bradyrhizobium, 8% con E109 
más otras dos cepas de Bradyrhizobium, 5% con otras estirpes diferentes de E109, 0,5% con 
E109 más Azospirillum y 34 % con cepas no especificadas (Gonzalez 2006). 
El futuro depara nuevos desafíos como la coinoculación de Bradyrhizobium japonicum con 
otros microorganismos, selección de cepas más infectivas, competitivas, resistentes al estrés 
hídrico y con alta capacidad de FBN. Estas son solamente algunas de las líneas de trabajo que 
en el futuro podremos emplear para mejorar la productividad de los cultivos de soja (Gonzalez 
Anta 2006). 
Por todo lo expuesto se evidencia que el ambiente cumple un rol clave en las variaciones de 
los rizobios en el suelo ya que impone una presión de selección importante. Probablemente por 
Introducción  CAPÍTULO I 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral  48 
 
ello las poblaciones naturalizadas son diversas fenotípica y genéticamente. Esto sugiere que las 
poblaciones diversas pueden ser la fuente para la selección e identificación de nuevas cepas 
para la formulación de inoculantes comerciales. 
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Hipótesis 
En los suelos con historia de cultivo de soja, las labores culturales y el ambiente 
inducen cambios genéticos en las cepas de rizobios, contribuyendo a aumentar la 
diversidad de la población. 
 
Objetivos 
 Evaluar la diversidad de los rizobios que se encuentran en los suelos. 
 Analizar la población del suelo y su diversidad como fuente para el aislamiento de 
cepas con aptitudes simbióticas superiores a las de las cepas que actualmente se 
utilizan para fabricar inoculantes comerciales. 
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El suelo como ambiente. Labranzas. 
l suelo es un sistema complejo que permite el desarrollo de la vida en el planeta, aporta 
nutrientes y cumple una función clave, ya que es el soporte físico de gran parte de los 
seres vivos. En un suelo agrícola, a capacidad de campo, aproximadamente el 50 % de su 
volumen está constituido por una matriz sólida, que contiene los minerales y la materia orgánica, 
que a su vez incluye la macro y microfauna. En tanto que el espacio poroso remanente, se 
encuentra ocupado con agua en un porcentaje que varía del 40 al 60 %, y el volumen restante lo 
constituye el aire. Las diferentes partículas del suelo se unen por la acción de los componentes 
biológicos (materia orgánica, mucílagos) y por acciones de naturaleza físico-química (fuerzas 
iónicas), de manera que forman en primer lugar microagregados y luego agregados mayores que 
definen la estructura del suelo, que es una de las cualidades más importantes. El grado de 
estructuración de un suelo existente afecta la cantidad y tamaño de los poros que influyen 
considerablemente en el movimiento del agua, la aireación, la actividad de los microorganismos 
y el desarrollo de las raíces. Es decir que los microorganismos encuentran en los microagregados 
el hábitat adecuado donde se establecen y desarrollan (Fig. II-1).  
 
Figura II- 1: Microagregado del suelo y sus componentes. 
 
La biomasa microbiana del suelo está formada por bacterias, hongos, protozoos, virus, 
actinomicetes y algas, que representa menos del 1 % del volumen total. La microbiota cumple un 
rol clave en el suelo, en parte por su capacidad para transformar la materia orgánica, y en parte 
por su capacidad para reciclar nutrientes, comportándose como reservorios de éstos 
(inmovilización), a partir de lo cual mediante el proceso de mineralización que ocurre en el 
suelo, los libera al medio. Esta actividad microbiana influye en la calidad del suelo, el 
E 
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rendimiento de los cultivos y la sostenibilidad del sistema productivo (Dorr de Quadros et al. 
2012).  
El ecosistema suelo alcanza cierto equilibrio entre el ambiente y los organismos que lo 
habitan. En tanto que las labores culturales que se utilizan para prepararlos para la agricultura, 
producen variaciones en la composición y tamaño de los agregados, esto genera profundas 
modificaciones que alteran el equilibrio (Logan et al. 1991; Dorr de Quadros et al. 2012). Los 
principales objetivos de la labranza son el control de las malezas, la preparación de la cama de 
siembra y el acondicionamiento del suelo. 
El grado de roturación del suelo define tres tipos de labranzas: 
 Convencional: la roturación del suelo es completa. 
 Reducida: el suelo recibe mediana roturación o labranza de tipo vertical 
 Siembra directa o labranza cero: no se rotura el suelo y se siembra sobre el mismo rastrojo 
del cultivo antecesor. 
En la labranza convencional (LC) se emplean diversas maquinarias para preparar los suelos 
para la siembra (Fig. II-2). Al trabajar el suelo con estos implementos, se corta e invierte total o 
parcialmente las capas superficiales que comprenden los primeros 20 cm. El suelo se afloja y 
airea, lo que facilita el ingreso de agua, la mineralización de nutrientes y la reducción de plagas 
animales y vegetales en superficie. El rastrojo que se incorpora al suelo se descompone en 
aerobiosis parcial, lo que conduce a la transformación del NH4
+
 en NO3
-
, que es la forma química 
en que los cultivos asimilan N. Sin embargo, de esta manera se inhibe el proceso de 
estructuración de los suelos, debido a que las condiciones ambientales no son adecuadas para la 
actividad de los microorganismos productores de mucílagos. Además, se reduce la cobertura de 
superficie, acelerando así los procesos de degradación de la materia orgánica, lo que aumenta los 
riesgos de erosión (FAO 1992; Six et al. 2002). 
En los últimos años, más de 60 millones de hectáreas trabajadas con sistemas de cultivo bajo 
LC, se comenzaron a manejar con labranza cero o siembra directa (SD) en Estados Unidos, 
Brasil y Argentina (Derpsch et al. 2010). Estos sistemas, que no remueven el suelo hacen que los 
residuos permanezcan en la superficie después de la cosecha (Fig. II-3). De manera que resulta 
en un aumento de la materia orgánica (MO), que se degrada lentamente, acompañada de una 
lenta liberación de nutrientes y humificación. La presencia de estos residuos contribuye a 
mantener la bioporosidad del suelo, que no son más que canales generados por las lombrices y 
las raíces de las plantas que proveen de una adecuada aireación. Estos canales permiten 
conservar la humedad y reducen la temperatura del suelo en verano (Wang et al. 2011; Taboada 
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et al. 2013). Adicionalmente, estas tareas resultan en una disminución del empleo de maquinarias 
pesadas, con lo cual se preservan los agregados del suelo, y mantienen la estructura (Fig. II-4). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II- 2: Implementos utilizados en la labranza convencional (LC). 
1. Arado de Discos, en la imagen se 
observa el efecto de corte que producen 
los discos sobre la capa superficial (20 
cm) de suelo.  
 
 
 
2. Rastra de discos, desmenuza porciones 
del terreno después de la aradura del 
suelo. 
 
 
 
 
3. Arado de cinceles: producen un corte 
vertical del suelo desde 0 a 40 cm de 
profundidad.   
 
 
 
 
4. Rastra de dientes: se utiliza para aflojar 
el terreno previamente arado, para 
retirar malezas del campo, que se 
enredan en los dientes, para romper 
capas o costras que se forman en los 
suelos, cuando éstos son especialmente 
arcillosos. 
 
 
5. Rolo: tiene la finalidad de darle una 
textura más fina al suelo. Es el último 
implemento que se utiliza previo a la 
siembra 
 
 
 
6.  
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Figura II- 3: Sembradora de Siembra directa con reja.  
Detalle del corte que produce la reja en el suelo cubierto por rastrojos y una semilla en el fondo del surco. 
El movimiento de suelos prácticamente nulo en SD produce, respecto de otros sistemas de 
laboreo, una serie de cambios en varias propiedades edáficas. Además, los residuos en superficie 
reducen la erosión del suelo, ya que lo protegen del impacto de las gotas de lluvia, disminuyendo 
el escurrimiento del agua, ampliando el tiempo de permanencia, lo que mejora la infiltración. 
Una de las desventajas que presenta este tipo de manejo es la necesidad de emplear una mayor 
cantidad de agroquímicos que en la labranza convencional.  
 
Figura II- 4: Soja sembrada por siembra directa (a la izquierda). Maíz sembrado sobre suelo trabajado 
con labranza convencional (a la derecha).  
Abajo detalle de la estructura de los suelos trabajados con los diferentes métodos: macroporos en SD y 
microporos en LC. (Fuente: Rodolfo Gil INTA Castelar). 
 
Los suelos manejados con SD presentan, en relación a los suelos manejados bajo LC, 
contenidos significativamente mayores de P, Mg, carbono orgánico total, N total y N mineral 
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(Dorr de Quadros et al. 2012), incrementando la actividad biológica y enzimática, favoreciendo 
el aumento de la biomasa de microorganismos del suelo, entre los que se incluye a los rizobios 
(Powlson&Jenkinson 1981; Hungria et al. 1997a; Silva et al. 2013). Por el contrario, según los 
autores Dorr de Quadros y colaboradores (2012) en particular la población de bradyrizobios del 
suelo, no fue modificada por el tipo de labranza, en tanto que se vio afectada de manera 
significativa por la fertilización nitrogenada y por los cultivos empleados en las rotaciones. Se 
encontró que la población de rizobios aumentó cuando se incluyeron leguminosas en la rotación.  
La Tabla 3 presenta algunas de las principales características de la labranza convencional y de 
la siembra directa, fundamentalmente en Hapludoles de la región pampeana (Barraco et al. 2004; 
Zanettini et al. 2014). 
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Tabla 3: Principales diferencias entre labranza convencional y siembra directa.  
Labranza convencional
LC
Siembra directa
SD
Contenido de 
materia orgánica 
(MO)
Incrementa el contenido de MO en el 
horizonte superficial. 
Incrementa el proceso de humificación 
de la MO en sus formas más estables a 
través de la formación de complejos 
órgano – minerales. 
Conserva y mejora la fertilidad del 
suelo.
Compactación del 
suelo
Las maquinarias empleadas aumentan 
los problemas de compactación, 
Formación de pisos de arados 
(densificación subsuperficial).
Fragmentado físico y ruptura de la 
estructura promoviendo al 
refinamiento del suelo, formación 
de planchados y costras.
El suelo mantiene sus propiedades 
físicas (estructura), debido a que el 
terreno no es removido.
Aireación y la 
infiltración
Menor infiltración de agua de lluvia, en 
condiciones subóptimas de aportes 
hídricos. 
Disminución del intrecambio gaseoso 
Se mejora sólo en zonas secas y suelos 
pesados.
La evaporación se reduce gracias a la 
presencia de la cobertura que impide la 
acción directa de los rayos solares y 
determina una mayor infiltración del 
agua de lluvia. Como consecuencia de 
esto, se reducen las necesidades de 
riego y en general los requerimientos 
de agua.
Mejor estructura por la mayor 
acumulación de materia orgánica y 
condiciones para la cohesión entre 
partículas minerales.
Fertilizantes, 
correctivos y 
algunos 
plaguicidas
Se facilita la incorporación. 
El control de ciertas plagas es por 
medio del laboreo.
Inconveniente: uso obligado de 
herbicidas.
Erosión Mayor susceptibilidad a la erosión
tanto hídrica como eólica.
No presenta ningún tipo de erosión. 
Los residuos presentes en el suelo 
disipan la energía de las gotas de lluvia 
evitando así la desagregación y acción 
erosiva del agua, y también reducen el 
impacto del viento directamente sobre 
el suelo.
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Población de rizobios naturalizados. 
El manejo de los lotes de producción agrícola altera las propiedades físicas y químicas del 
suelo, lo que afecta directamente a la microbiota (Dorr de Quadros et al. 2012). Cada tecnología 
de manejo genera estreses a los que ciertos individuos de las poblaciones microbianas se 
adaptan. Esta adaptación dará lugar a cambios morfológicos, fisiológicos y genéticos de los 
microorganismos del suelo entre los que se encuentran las cepas de Bradyrhizobium que nodulan 
la soja (Hungria et al. 1996; Boddey & Hungria 1997; Loureiro et al. 2007). Yan et al. (2014) 
evaluaron la abundancia de bradyrizobios en suelos con diferentes manejos y encontraron que 
cuando se incluye soja en las rotaciones, las poblaciones de rizobios se mantienen entre 10
5
-10
6
 
bacterias.g de suelo
-1
; mientras que en suelos desnudos o sin la leguminosa se encuentran 10
2
-10
3
 
bacterias.g suelo
-1
.  
Estudios realizados en suelos de Brasil, demostraron que las poblaciones de Bradyrhizobium 
fueron modificadas cuantitativa y cualitativamente, por el sistema de labranza y los cultivos 
empleados en la rotación (Ferreira et al. 2000; Loureiro et al. 2007). Se ha descripto que suelos 
cultivados con rotaciones soja/maíz, contuvieron poblaciones de 3x10
2 
- 5x10
3
 rizobios. g de 
suelo
-1
, aún cuando éstos no se inocularon durante un largo periodo de tiempo, sugiriendo 
entonces la persistencia de estas bacterias en los suelos (Triplett et al. 1993). Si bien la rotación 
con cereales en general incrementó la biodiversidad del suelo (Dorr de Quadros et al. 2012), las 
comunidades de rizobios se vieron favorecidas por la presencia de la planta huésped (Hungria et 
al. 1997b; Loureiro et al. 2007; Barthelemy-Delaux et al. 2014). Esto podría deberse al efecto 
promotor de las raíces (efecto rizosférico) en general y en particular, en el caso de los rizobios, la 
posibilidad que tienen de establecer simbiosis y vivir dentro de los nódulos, que es una situación 
ventajosa respecto a la vida en el suelo (Pena-Cabriales & Alexander 1983; Ferreira et al. 2000), 
ya que la vida saprotrófica está en función de factores ambientales y nutricionales (tipo de suelo, 
temperatura, humedad, pH, fertilización nitrogenada) que son cambiantes, mientras que el 
nódulo provee un ambiente más estable (Martinez -Romero & Caballero Mellado 1996; Yang et 
al. 2001; Albareda et al. 2009; Dorr de Quadros et al. 2012). La diversidad microbiana que surge 
de la adaptación a las condiciones del ambiente, es una fuente de microorganismos para 
seleccionar cepas de bradyrizobios que nodulen con mayor eficiencia bajo condiciones de estrés 
(Santos et al. 1999; Ferreira et al. 2000; Loureiro et al. 2007).  
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Características y diversidad fenotípica de los rizobios 
El fenotipo es la expresión del genotipo influenciado por las condiciones ambientales Es 
posible que sólo ciertos genes, y no todos, se expresen en determinado tiempo y ambiente, de 
manera que el fenotipo refleja parcialmente la información genética de un organismo.  
Durante muchos años los organismos se identificaron empleando los métodos clásicos como 
las características morfológicas y las pruebas fisiológicas y/o bioquímicas y sobre estos criterios 
se clasificaron. En la actualidad si bien las características descritas siguen siendo de relevancia 
deben ser acompañadas por otro tipo de análisis fundamentalmente debido a que estas pruebas 
son variables y dependen de múltiples factores: entre otros, la edad del cultivo bacteriano o la 
temperatura de incubación, etc. Tanto las características macroscópicas de las colonias (forma, 
tamaño y color) como las características de las propias células, que se observan con el 
microscopio óptico (forma, tamaño, presencia de endosporas, flagelos, cuerpos de inclusión, etc.) 
son de gran utilidad en taxonomía bacteriana. Las pruebas bioquímicas y fisiológicas utilizadas 
en taxonomía microbiana incluyen el crecimiento del organismo en diferentes rangos de 
temperatura, pH, salinidad, el crecimiento en presencia de agentes anti-microbianos, producción 
de diversas enzimas y el crecimiento en presencia de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno. 
Estas pruebas tienen que ser llevadas a cabo utilizando procedimientos estandarizados para 
obtener resultados que sean reproducibles dentro y entre laboratorios. Individualmente, muchas 
de estas características han demostrado ser irrelevantes como parámetros para la relación 
genética entre microorganismos, aunque en su conjunto, proporcionan información descriptiva 
que nos permite reconocer a los taxa (Vandamme et al. 1996).  
La diversidad fenotípica fue uno de los criterios originales utilizados para clasificar a las 
cepas. Varios estudios, han evaluado la diversidad de los aislados en base a la morfología de las 
colonias, la tolerancia a temperatura y salinidad, antibiograma, síntesis de melanina, producción 
de exopolisacáridos (EPS) y crecimiento en medio LB (Ferreira et al. 2000; Hungria et al. 2001; 
Camacho et al. 2002).  
En Brasil, Hungria y colaboradores (2001) describieron el aislamiento de bradyrizobios que 
presentaron diferentes tipos de colonias en lo que hace al tamaño y su mucosidad, sin embargo 
esto no se encontró que estuviese asociado al manejo del cultivo, ni a las características de suelo. 
Fuhrmann (1990) aisló cepas que nodulan soja que difieren en la morfología de sus colonias y 
definió tres grupos: grandes-mucosas, grandes-acuosas y pequeñas-secas. Se encontró que en la 
población indígena predominaban las colonias mucosas. Se ha sugerido que las diferencias en la 
morfología de las colonias podría estar relacionado con el tipo y cantidad de EPS producidos 
(Fuhrmann 1990; Basit et al. 1991).  
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Se han propuesto varias técnicas para monitorear el comportamiento de los rizobios, en 
relación a la asociación simbiótica y a la identificación de las cepas. Los programas de 
inoculación requieren que se utilicen cepas capaces de establecerse y persistir en los ambientes 
donde son introducidas. La resistencia intrínseca a antibióticos, como la estreptomicina, puede 
relacionarse con la capacidad de los rizobios para resistir sustancias antimicrobianas presentes en 
los suelos (Borges et al. 1990). Las cepas que tienen estas resistencias naturales podrían tener 
una ventaja de adaptación a las condiciones del suelo, sin comprometer la capacidad de fijación 
de nitrógeno de la bacteria (Girgis et al. 2007). Otros estudios han revelado que la temperatura 
tiene una influencia directa sobre la competitividad de los bradyrizobios. Así, Suzuki y 
colaboradores (2014) demostraron que las cepas tipo de B. elkanii ocupan un mayor número de 
nódulos en condiciones de alta temperatura (34/28 °C), mientras que B. diazoefficiens USDA110 
ocupa más nódulos en condiciones de más baja temperatura (23/18 °C). 
El interés agronómico en la caracterización de los rizobios simbiontes de soja se centra 
fundamentalmente en identificar individuos con capacidades de nodulación y fijación de 
nitrógeno distintos de manera de lograr un aumento en el rendimiento y calidad de las 
leguminosas, sin que esto implique una pérdida de nutrientes para el suelo (Melchiorre et al. 
2011). Las poblaciones alóctonas de rizobios suelen contener aislados altamente competitivos, 
que interactúan eficientemente con las raíces de las leguminosas y las infectan, aunque estas 
simbiosis suelen ser poco eficientes en cuanto a la fijación de N2 (Denison & Kiers 2004). La 
variabilidad entre las cepas de rizobios podría ser un factor importante a considerar en la 
selección y preservación de los cultivos para la producción de inoculantes (Kober & Giongo 
2004). 
La capacidad de infección y fijación de N2, se puede determinar por diversos métodos, con 
parámetros que permiten estimarlos directa o indirectamente (Somasegaran & Hoben 2012; 
Unkovich et al. 2008; Terpolilli et al. 2012). Algunos de los métodos más empleados para 
evaluar la actividad nitrogenasa, el rendimiento o el contenido de N incorporado por la fijación 
son:  
 Actividad nitrogenasa: Método de reducción de acetileno, Ensayo de evolución de H2, 
Recuento y peso seco de nódulos. 
 Rendimiento: Peso seco de la parte aérea, Cuantificación de ureidos. 
 Contenido de N incorporado: Métodos isotópicos con 15N, Método de Kjeldahl. 
El recuento y peso seco de nódulos (PSN) es un indicador indirecto de la capacidad de 
fijación de N2. Se considera que los rizobios que son más infectivos y eficientes son aquellos que 
forman pocos nódulos y de mayor tamaño, y que se encuentran ubicados en la zona del cuello de 
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la raíz. Estas deben presentar una coloración interna rojiza, que indica la presencia de la 
leghemoglobina (Vincent 1970). Por otro lado, los rizobios poco eficientes producen un gran 
número de nódulos de pequeño tamaño, frecuentemente distribuidos en las raíces secundarias. 
Este parámetro permite realizar una estimación de la eficiencia e infectividad de los rizobios.  
La determinación del peso seco de la parte aérea (PSA) se emplea para estimar la actividad de 
FBN. La biomasa de la planta refleja de manera indirecta esta actividad, fundamentalmente 
porque la producción de materia seca es una función directa de la disponibilidad de N. Este 
parámetro se evalúa en cultivos realizados sin el agregado de N en el sustrato, de manera que el 
desarrollo de la planta dependa exclusivamente de la actividad de la nitrogenasa.  
En síntesis, los sistemas de labranza alteran los suelos y esto impacta directamente sobre la 
dinámica de las poblaciones que lo habitan, entre ellas las poblaciones de rizobios. La cantidad 
de estas últimas también es una función de la historia de cultivo del lote. Esa población 
naturalizada de rizobios es diversa a nivel de características fenotípicas, bioquímicas y genéticas. 
Por ello se plantearon los siguientes objetivos para este capítulo: 
  realizar el recuento y aislamiento de simbiontes de soja de suelos con historia de cultivo 
conocida. 
 caracterizar fisiológicamente los aislados y analizar la diversidad fenotípica. 
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1. Descripción de los suelos muestreados  
Para cumplir los objetivos planteados se seleccionaron suelos de un establecimiento 
agropecuario de la localidad Runciman, provincia de Santa Fe (Fig. II-5). Se muestrearon dos 
lotes, uno de ellos fue manejado en los últimos 8 años con LC (labranza convencional) (Fig. II-
6), en tanto que el otro suelo, durante el mismo período, fue manejado con SD (siembra directa). 
Al momento de la toma de las muestras, el suelo trabajado bajo LC tenía como cultivo antecesor 
al maíz y soja cuando se muestreó el lote bajo SD (Tabla 4). 
 
Figura II- 5: Ubicación de la localidad de Runciman, provincia de Santa Fe. 
 
 
Figura II- 6: Secuencia de labranzas realizadas en el lote laboreado bajo labranza convencional (LC): 
Arado de Disco (1); luego Cincel con Rastra (2) y para cerrar Disco, Rastra de dientes y Rolo (3), de 
izquierda a derecha. 
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Tabla 4: Historia de los lotes muestreados 
 
 
 
 
Los suelos muestreados son Hapludoles típicos serie Santa Isabel. Estos se caracterizan por 
ser suelos con horizontes no muy desarrollados, con secuencia A-B2-B3-C. Presentan textura 
relativamente liviana (franco), o con textura franco arcillo arenosa, con una proporción media, 
entre los 0-20 cm, de 16 % arcilla, 43 % limo, 41 % arena. Este tipo de suelo tiene una buena 
capacidad de retención de humedad debido a la presencia de una mayor proporción de materiales 
finos (arcilla y limo) (SAGYP- INTA 1989). 
En la Tabla 5 se presentan los datos que surgen del análisis físico químico de las muestras de 
suelo. Se observa que poseen un pH levemente ácido, un contenido de NO3
-
 y SO4
-2
 alto en tanto 
que el P extractable es bajo en el lote SD (11.2 ppm) y adecuado en el lote LC (23.6). El % de 
MO es bueno en ambos lotes aunque un 10 % mayor en el LC. La importancia de la presencia de 
MO radica fundamentalmente en que, además de nutrientes, aporta estabilidad a los agregados 
del suelo, debido a su fuerte poder cementante o de agregación, entre las partículas primarias, 
arcilla, limo y arena, permitiendo una buena estructura. 
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Tabla 5: Análisis de los suelos muestreados, valores promedios de las submuestras de cada uno, SD y LC. 
 
 
1.1. Toma de muestra  
Se extrajeron cinco submuestras de suelo, cada una aproximadamente de 1 kg, de los 
tratamientos lote bajo SD (SD1 al SD5) y lote bajo LC (LC6 al LC10). En la foto aérea se señala 
la ubicación de los puntos de muestreo (Fig. II-7). 
Las submuestras se tomaron a una profundidad de 0-20 cm con una pala que se desinfectó con 
alcohol 96º y se flameó, previo a cada extracción. Las submuestras se mantuvieron como tales e 
identificadas a lo largo de todo el estudio. Una vez en el laboratorio, las muestras de suelo fueron 
conservadas a 4 ºC, no más de 72 hs, hasta su procesamiento. 
 
Figura II- 7: Foto aérea del establecimiento ubicado en Runciman.  
Se señalan los sitios de donde se tomaron las diez muestras de suelo (SD, siembra directa y LC, labranza 
convencional).  
(Google Earth, https://www.google.com/maps/place/Runciman,+Santa+Fe,+Argentina/@-33.8952943,-
61.8305066,1234m/data=!3m1!1e3!4m2!3m1!1s0x95c7d893f7fdf72d:0xf855f3af1d328b47) 
 
Recuento, aislamiento y caracterización de rizobios de suelos con 
historia de cultivo conocida 
CAPITULO II 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral  66  
1.2. Preparación de las muestras 
Las muestras de suelo fueron oreadas a temperatura ambiente entre 3-6 hs para eliminar el 
exceso de humedad, luego fueron tamizadas utilizando primero una malla de 5 mm y luego una 
de 2 mm. Los tamices se desinfectaron, con alcohol 96º y se flamearon antes de tratar cada 
submuestra con el fin de evitar contaminaciones.  
 
1.3.  Determinación del peso seco y pH 
Una fracción de 100 g de cada una de las submuestras se secó en estufa a 70 ºC para 
determinar el peso seco de suelo.  
Para establecer el pH de cada submuestra de suelo, se pesaron 10g y se mezclaron con 25 mL 
de agua destilada y se empleó la metodología utilizada por Díaz-Zorita y colaboradores (2004). 
 
2. Recuento de los rizobios de suelos, método del NMP 
Las poblaciones de rizobios de los suelos se estimaron por la técnica del Número Más 
Probable (NMP), que es una estrategia eficiente de valoración de densidades poblacionales 
especialmente cuando una evaluación cuantitativa de células individuales no es factible 
(Woomer 1994). Para realizar el recuento de rizobios nodulantes de soja se inocularon semillas 
de soja con diluciones de suelo, según se detalla en la Fig. II-8. 
 
2.1. Preparación del inóculo 
Se prepararon, para cada submuestra, series de diluciones 1:5 (Fig. II-8). En erlenmeyers 
conteniendo 400 mL de una solución salina estéril, constituida por: 0,125 g K2PO4 y 0,05 g 
MgSO4.7H2O en 1000 mL de agua destilada, se incorporaron 100 g de suelo de cada submuestra. 
La mezcla se agitó durante 20 minutos a 150 rpm, en agitador orbital con el objetivo de que se 
dispersen los agregados de suelo y las bacterias queden en suspensión. De esta manera se obtuvo 
la dilución 1. A continuación se realizaron una serie de diluciones para lo cual se tomaron 5 mL 
de la primera dilución que se adicionaron a 20 mL de la solución salina (dilución 2), se agitó por 
1 min y se repitió el proceso hasta lograr la dilución 6 (Fig. II-8). Se emplearon alícuotas de cada 
dilución como inóculo para las plantas de soja que se utilizaron como “plantas trampa”.  
Recuento, aislamiento y caracterización de rizobios de suelos con 
historia de cultivo conocida 
CAPITULO II 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral  67  
2.2. Cultivo de plantas trampa de soja 
Semillas de soja (Glycine max [L.] Merr.) de la variedad DM 4800, provistas gentilmente por 
el semillero DONMARIO (RN7, 6740 Chacabuco, Buenos Aires) se esterilizaron 
superficialmente lavando con alcohol 96º al 50 % durante 5 min, y luego con hipoclorito de 
sodio al 30 % (v/v) por 5 min, agitando para facilitar el contacto de la solución con todas las 
semillas. Posteriormente se lavaron con agua corriente, para eliminar totalmente el hipoclorito de 
sodio. Las semillas se pregerminaron en placas de Petri conteniendo agar agua 1 % (p/v), durante 
48 hs a 28 °C en oscuridad. Las semillas con radículas de 0,5 a 1 cm de largo se sembraron en 
cada jarra de Leonard.  
 
2.3. Sistema de cultivo de plantas 
Las jarras de Leonard de 500 cm
3 
de capacidad, se prepararon utilizando como sustrato 
vermiculita estéril hidratada con solución nutritiva de Jensen (solución Jensen 5X (g.L
-1
): 
CaHPO4 1; K2HPO4 0,2; MgSO4.7H2O 0,2; NaCl 0,2; FeCl3 0,1; agua hasta 1000 mL) (Vincent 
1970).  
Dos plántulas de soja fueron trasplantadas a cada jarra de Leonard, y luego cada una fue 
inoculada con un (1) mL de cada dilución (Fig. II-8). Se realizaron cuatro réplicas de cada 
dilución. En el momento de emergencia y establecimiento de las plantas se realizó un raleo 
dejando una planta por jarra. Las plantas se mantuvieron en invernáculo, en condiciones semi 
controladas con un fotoperiodo de 16 h y temperaturas de 27 ± 3 ºC durante el día y 20 ± 3 ºC 
por la noche. 
Al cabo de 45 días se cosecharon las plantas de soja. Las raíces fueron lavadas 
cuidadosamente con agua corriente. Se registró como positivo (+) o negativo (-), la presencia o 
ausencia de nódulos en cada planta, respectivamente y se confeccionó una tabla en la que se 
identificó el número de plantas noduladas por tratamiento (Woomer 1994). Además se contaron 
y extrajeron todos los nódulos de cada planta, para luego realizar el aislamiento de los 
microorganismos.  
El trabajo se organizó inoculando las plantas con las submuestras en grupos, para facilitar la 
manipulación del material y la cosecha.  
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100 g de suelo
400  mL diluyente
Agitar por  20 min.
Dilución inicial 1:5
Dilución
1 : 5
1 : 25
1 : 125
1 : 625
1 : 3125
1 : 15625
Nivel de 
Dilución
1 
2
3
4
5
6
20 mL
20 mL
20 mL
20 mL
20 mL
1 mL a cada planta
1 mL a cada planta
1 mL a cada planta
1 mL a cada planta
1 mL a cada planta
1 mL a cada planta
5 mL
5 mL
5 mL
5 mL
5 mL
 
Figura II- 8: Esquema del método de recuento del Número Más Probable de rizobios empleando 
plantas "trampa" de soja. Extraído de Woomer 1984. 
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2.4. Empleo de MPN calculator 
El programa MPN calculator permite relacionar el número de plantas noduladas por dilución 
(Número clave) con el número más probable (NMP) de rizobios por gramo de suelo (Fig.II-9). 
Deben ingresarse los datos de las diluciones empleadas y los números de plantas noduladas por 
dilución (Número clave) obtenidos en el ensayo, con los cuales el programa calcula los valores 
más probables (NMP) de rizobios.g de suelo
-1
, junto con los valores mínimos y máximos 
posibles con 95 % de confianza.  
Mediante el programa Statistica se aplicó el análisis ANOVA para evaluar los resultados del 
NMP de rizobios.g suelo
-1 
de cada submuestra.  
 
 
Figura II- 9: MPN calculator, 
Se indican los datos de diluciones aplicadas (Grams por test), réplicas (tests) y resultados obtenidos 
(Positive tests = plantas noduladas), el programa calcula el NMP (Número Más Probable) de rizobios.g 
suelo 
-1 
(MPN/Gram). (http://www.i2workout.com/mcuriale/mpn/index.html).  
 
3. Aislamiento de rizobios nodulantes de soja 
Las cepas bacterianas para este estudio se extrajeron de los nódulos producidos en las raíces 
de las plantas cultivadas para obtener el NMP de rizobios. 
Los nódulos de cada planta fueron desinfectados superficialmente por lavados con alcohol al 
50 % (v/v) e hipoclorito de sodio al 50 % (v/v), por 3 min cada uno, luego se los enjuagó con 6 
lavados de agua destilada estéril y se almacenaron en glicerol al 10 % a –70 ºC hasta el momento 
de realizar el aislamiento de los rizobios. 
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3.1. Selección de nódulos 
Con el objetivo de obtener los aislados para trabajar se seleccionaron de cada submuestra de 
suelo aproximadamente 10 nódulos de las plantas inoculadas con la dilución mayor (dil.6) y 10 
nódulos de plantas inoculadas con la menor dilución (dil.1).  
3.2. Aislamiento de rizobios. 
Cada nódulo seleccionado fue colocado en un tubo Eppendorf conteniendo 100 L de agua 
destilada estéril y fue macerado para liberar los rizobios, formando una suspensión de bacterias. 
A partir de estas suspensiones, se realizó el aislamiento mediante la técnica de estrías por 
agotamiento sobre el medio de cultivo diferencial YEM (Extracto de levadura-manitol) 
(Componentes en g.L
-1
: extracto de levadura 0,4; manitol 10; MgSO4.7H2O 0,2; K2HPO4 0,5 y 
NaCl 0,1, agar 18; y solución de rojo Congo para una concentración final de 0,0025 %; pH a 
6,9). La esterilización del medio y de las placas de Petri se realizó en autoclave, a 121 ºC durante 
20 minutos (Vincent 1970). Las placas sembradas se incubaron a 28 ºC por 7 días. Luego de la 
incubación se observó el desarrollo de las estrías (aspecto, coloración, velocidad de crecimiento) 
y aquellas colonias aisladas que se correspondieron a las características descriptas para los 
bradyrizobios (Vincent 1970) fueron repicadas a otra placa con medio YEM para disponer de 
cultivos puros.  
3.3. Conservación de las cepas 
Los cultivos puros se mantuvieron en pico de flauta con medio YEM a 4 ºC, para su empleo 
cotidiano. En tanto que para conservar las cepas por un período prolongado, se prepararon 
cultivos líquidos en caldo YEM. Cuando estos alcanzaron la fase logarítmica tardía 
(aproximadamente 7 días), se fraccionaron los cultivos, se adicionó a cada fracción una solución 
de glicerol estéril como crioprotector (10 % volumen final) y luego se congelaron rápidamente 
con N2 líquido y fueron almacenados a -70 ºC (Vincent 1970). 
4. Cultivo de los aislados para las pruebas fisiológicas  
Los aislados se cultivaron durante 5-7 días en caldo YEM. Alternativamente se realizaron 
cultivos también en caldo TY (Triptona-Yeast extract) (ver el ítem Producción de melanina) en 
agitación continua (150 rpm). 
El número de bacterias en el caldo de cultivo se estimó por densidad óptica con un 
espectrofotómetro SHIMADZU Modelo UV 160, realizando lecturas de absorbancia a 625 nm 
(Densidad óptica a DO625). Previamente se realizó un ensayo en el que se correlacionó la DO625 
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con recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC) de las suspensiones celulares. Dando 
como resultado la siguiente equivalencia: 
 
A continuación se describen las pruebas fisiológicas que fueron realizadas en medio sólido 
con agar y por triplicado.  
Se empleó como cepa de referencia a Bradyrhizobium japonicum E109, que es un aislado 
derivado de B. japonicum USDA138, provista por el banco de cepas IMyZA-INTA. Esta cepa es 
la más empleada en la formulación de inoculantes comerciales en el país. Los controles 
empleados según los distintos ensayos se enumeran en la Tabla 6. 
 
Tabla 6: Cepas empleadas como controles en las distintas pruebas fisiológicas. (INTA: Instituto Nacional 
de Tecnología Agropecuaria; EMBRAPA, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria). 
 
 
5. Tamaño-Consistencia de colonia 
Se realizaron diluciones decimales de los cultivos de cada cepa crecidos en caldo YEM. 
Luego se sembraron 100 µL de la dilución correspondiente para obtener entre 30 y 300 UFC 
sobre una placa con medio YEM suplementado con rojo Congo (0,0025 %). Las placas fueron 
incubadas en estufa a 28 °C y se realizaron observaciones diarias, hasta ver la aparición de 
colonias típicas de bradyrizobios (Coutinho et al., 1999; Ferreira & Hungria, 2002; Loureiro, et 
al. 2006). 
Se registró el diámetro para todos los aislados a los 7 días de incubación. 
Con ayuda de un ansa se determinó la mucosidad (consistencia) de las colonias en base a la 
descripción de Fuhrmann (1990) modificado: 
 Mucosa: colonias que producen un mucus más o menos elástico, que queda adherido al ansa.  
 Acuosa: colonias con consistencia acuosa no adherente, que con el tiempo de incubación se 
escurren en el agar inclinado. 
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 Intermedia: colonias con consistencia mucosa-cremosa que se desprenden fácilmente del ansa. 
 Seca: colonias sin ningún tipo de exudado. 
Se determinó la variación en el tamaño de las colonias en el tiempo de un grupo de 15 
aislados representativos de cada tipo de colonia identificada. Para tal fin se registraron los 
diámetros a los 4, 7, 9, 12 y 14 días de cultivo. 
 
6. Prueba acidificación – alcalinización 
Placas de Petri con medio YEM adicionado con el indicador de pH Bromotimol azul (25 
mg.L
-1
, solución de Bromotimol azul: 0.5 % (p/v) en alcohol etílico 96º) se dividieron en 9 
celdas en las que se sembraron, en cada una, 3 L de cultivo líquido de cada cepa (1x106 células. 
mL
-1
). Se incubaron a 28 ºC por 7 días. La determinación se realizó observando la variación de 
color del indicador alrededor de cada colonia: pH menor a 6,5 color amarillo, pH 7 color verde, 
pH superior a 7,5 color azul (Ferreira & Hungria 2002). 
Se incluyeron como controles internos Ensifer fredii HH103 como cepa que se ha demostrado 
acidifica el medio de cultivo y B. japonicum E109 cepa que alcaliniza, y una celda sin inocular 
se consideró como control negativo (Somasegaran & Hoben 1985, Camacho et al. 2002). 
7. Producción de melanina  
Se aplicó la metodología descripta por Cubo y colaboradores (1988). Se cultivaron los 
aislados en tubos con 3 mL de caldo TY (Componentes en g.L
-1
: peptona o triptona 5; extracto 
de levadura 3; CaCl2 0.6; agar 18; pH 7). Se realizaron diluciones decimales para ajustar la 
concentración de células a 10
4
.mL
-1
. Luego se sembraron 3 µL de cada cepa en placas divididas 
en 16 celdas, con medio TY agar adicionado con L-tirosina (600 mg.L
-1
 de medio, solución 
stock: 30 mg. mL
-1
, autoclavada a 0,7 atm durante 7 min) y SO4Cu2 (40 mg.L
-1 
de medio, 
solución stock: 10 mg. mL
-1
, autoclavada). La incubación se realizó a 28 ºC por 7-10 días. 
La determinación se realizó agregando 0,05 mL de SDS al 10 % sobre cada colonia (solución 
stock: 10 g en 100 mL de buffer TBE, pH 8,3 (stock TBE 5x: 54 g de base Tris y 27,5 g de ácido 
bórico en 900 ml de agua desionizada, 20 ml de 0,5 M EDTA (pH 8,0) y volumen final de 1 L). 
Se dejó en incubación 24 horas a Tº ambiente.  
La producción de melanina se evidenció por la aparición de un color marrón oscuro en la 
colonia. También en este caso se incluyeron como controles internos una cepa de Ensifer fredii 
HH103 como control positivo y B. japonicum E109 como control negativo. 
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8. Tolerancia a alta temperatura. 
Placas con medio YEM fueron divididas en 24 celdas. Se sembró en cada una 3 µL de cultivo 
líquido de cada aislado con una concentración de 10
6 
bacterias.mL
-1
 y luego se cerraron con film 
de manera de evitar la desecación del medio de cultivo. Las placas se incubaron a tres 
temperaturas, 28 ºC, 37 ºC y 40 ºC. A los 4, 7 y 15 días de la inoculación se realizó la evaluación 
que consistió en determinar el diámetro de las colonias, estableciendo siempre una relación con 
el tamaño alcanzado por la colonia a 28 ºC utilizado como control. Se consideró crecimiento 
positivo cuando la colonia alcanzó al menos 50 % del diámetro respecto al control. Como 
referencia se utilizó la cepa B. japonicum E109 (Ferreira & Hungria, 2002). 
 
9. Tolerancia a la salinidad 
Se evaluó la tolerancia a salinidad incorporando al medio de cultivo YEM 0,5 % (p/v) (0,08 
M) y 2 % (p/v) (0,3 M) de NaCl. El control consistió en una placa con medio YEM, que contenía 
0,01 % (p/v) (0,0016 M) de NaCl. A los 10 días de incubación a 28 ºC se determinó el diámetro 
de las colonias, el cual se comparó con el de las colonias desarrolladas en la placa control con 
medio YEM con 0,01 % de NaCl (Ferreira & Hungria, 2002). Los aislados se sembraron y 
evaluaron de igual manera que en la prueba de tolerancia a alta temperatura.  
 
10. Antibiograma – Resistencia intrínseca a antibióticos 
Se prepararon placas con medio YEM con un espesor de 4 mm. Se sembraron sobre las 
superficies de cada una alícuotas de 100 L de los cultivos de los aislados en caldo YEM, con 
una concentración de 10
3 
células.mL
-1
. Luego se dispersó el inóculo con una varilla de vidrio 
estéril y se depositaron 5 discos de papel embebidos en los antibióticos enumerados en la Tabla 
7. Las placas se incubaron a 28 ºC en oscuridad durante un período de 15 días realizándose dos 
observaciones, a los 7 y 15 días (Madrzak et al., 1995; Rodriguez-Navarro et al., 2000; Chen et 
al., 2002). El diámetro del halo de inhibición que se desarrolla alrededor de los discos es 
directamente proporcional a la sensibilidad del microorganismo al antibiótico. La resistencia a 
los antibióticos se determinó por la ausencia del halo alrededor del disco de papel. 
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Tabla 7: Contenido de antibióticos en los monodiscos empleados en el ensayo de resistencia-sensibilidad. 
 
 
11. Fenograma con características fisiológicas 
En base a los resultados obtenidos con las pruebas fisiológicas se empleó el programa PAST.3 
(PAleontological STatistics Version 3.11) para generar un fenograma. 
12. Fijación simbiótica de Nitrógeno 
Se procedió a evaluar la eficiencia simbiótica, capacidad infección y de fijación de N2, de los 
200 aislados en condiciones controladas. Para ello se inocularon semillas de soja con cada uno y 
se mantuvo el cultivo en invernáculo.  
12.1 Inóculo 
Erlenmeyers de 250 ml conteniendo 50 ml de medio YEM líquido se inocularon mediante un 
ansa con rizobios provenientes de picos de flauta mantenidos en heladera a 4 ºC. Los cultivos se 
incubaron a 28 ºC durante 5 días en agitador orbital rotatorio a 150 rpm. Al finalizar el período 
de incubación se estimó la concentración celular determinando la Densidad Óptica a 625 
nm(DO625) para estimar el número de bacterias.  
12.2 Sistema de cultivo de la plantas 
Las semillas de soja del cultivar A3731 RG Nidera se esterilizaron superficialmente por 
inmersión en etanol al 50 % y luego en hipoclorito de sodio al 30 %, durante 5 min en cada 
solución. Los residuos de hipoclorito se eliminaron lavando con agua corriente hasta la 
desaparición de vapores de hipoclorito. Las semillas se pregerminaron en agar agua al 1 % (p/v) 
y se incubaron a 28 ºC durante 48 hs. Las jarras de Leonard, con una capacidad total de 500 mL, 
se prepararon empleando como sustrato vermiculita que se regó por capilaridad con solución 
nutritiva Jensen (libre de nitrógeno). Una vez armadas, se esterilizaron en autoclave a 121 ºC 
durante 1 hora. Se trasplantaron dos plántulas a cada una, las que se inocularon adicionando 1 
mL de una suspensión bacteriana conteniendo 1x10
7
 bacterias (Fig.II-10).  
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Las jarras se mantuvieron en el invernáculo bajo condiciones controladas de temperatura (25 
ºC ± 2) y fotoperiodo (8 hs/16 hs, noche/día, respectivamente). Se realizó un raleo en el 
momento en que las plántulas desarrollaron el primer par de hojas. El número de réplicas fue de 
4 plantas por cepa y se incluyeron controles con plantas sin inocular y controles con plantas 
inoculadas con la cepa de referencia B. japonicum E109. Periódicamente se repuso el nivel de 
líquido en la parte inferior de las jarras con agua destilada (Vincent 1970). 
 
 
Figura II- 10: Ensayo de Fijación de N2 en jarras de Leonard, sustrato vermiculita y solución nutritiva 
Jensen (Vincent 1970).  
12.3 Cosecha y tratamiento de las plantas postcosecha 
A los 45 días de cultivo, fase de crecimiento V5 (quinto nudo) (Fehr & Caviness 1977), se 
descalzaron las plantas. Se separó la parte aérea (tallo y hojas) y los nódulos, con el fin de 
obtener el peso seco de nódulos (PSN) y el de la parte aérea de la planta (PSA), se secaron en 
estufa a 70 ºC hasta peso constante, aproximadamente 96 hs. 
Un grupo de plantas fue seleccionado para evaluar el contenido de N total (%) por el método 
de Kjeldahl (Horneck & Miller 1998) 
Los datos fueron analizados por ANOVA, comparando las medias mediante el Test de Tukey 
y LSD con p<0,05, mediante el programa Statistics. 
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Determinación de humedad y pH de las muestras de suelo 
Se midió el porcentaje (%) de humedad y el pH de cada submuestra de suelo. Los resultados 
se indican en la Tabla 8.  
 
Tabla 8: Condiciones de humedad (%) y pH de las submuestras de suelo. 
 
Recuento de los rizobios de suelos. Método del NMP. 
Las diez submuestras de suelo, cinco del tratamiento SD y cultivo antecesor soja y cinco del 
suelo LC y cultivo antecesor maíz, contuvieron rizobios (Fig. II-11). Las submuestras del suelo 
SD presentaron un recuento de rizobios.g de suelo
-1
 que en promedio fue 8,12 x 10
3 
(Fig. II-12) y 
el suelo bajo LC contuvieron menos rizobios, 5,81 x10
2
 rizobio.g suelo
-1 
(Fig. II-13). Estos 
resultados indicaron que el número de rizobios simbiontes de la soja en el suelo SD fue 14 veces 
mayor que en el suelo LC (ANOVA aplicado mostró diferencias significativas entre ambos 
tratamientos, SD y LC (Fig. II-13). 
Los números del recuento de las submuestras SD variaron entre 2,62 x10
3 
(SD1) y 2,7 x10
4
 
(SD2) (Tabla 8), es decir que en los distintos sectores del suelo manejado con SD, las 
poblaciones de rizobios variaron en un orden de magnitud (Fig. II-11 y II-12). Entre las 
submuestras LC el recuento de rizobios presentó una mayor variabilidad. La submuestra con 
mayor contenido de rizobios, LC6 (1,4 x10
3 
rizobios.g suelo
-1
) respecto a la submuestra con el 
menor contenido, LC10 (25 rizobios.g suelo
-1
) presentó un número 56 veces mayor (Tabla 9). El 
resto de las submuestras LC7, LC8 y LC9, variaron entre 1,9 x10
2
 y 8,7 x10
2
 rizobios.g suelo 
seco
-1
. 
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Tabla 9: NMP de rizobios en el suelo bajo SD y LC.  
El “Número clave” es el número de plantas noduladas de cada dilución. El número de rizobios de cada 
submuestra se expresa como el NMP por g de suelo seco
-1
, también se indican los límites superior e 
inferior del número de rizobios con 95% de confianza que calcula el NMPCalculator. 
 
 
Figura II- 11: NMP de rizobios.g suelo
-1
, de cada una de las submuestras de suelo bajo SD y LC.  
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Figura II- 12: Log. del NMP de rizobios.g suelo
-1
 de las submuestras del suelo SD.  
La línea roja representa el promedio: 8,12x10
3
 rizobios.g de suelo
-1
. 
 
 
Figura II- 13: Log. del NMP de rizobios.g suelo
-1
 de las submuestras del suelo LC.  
La línea roja representa el promedio: 5,81x10
2
 rizobios.g de suelo
-1
. 
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Eficiencia de Infección 
Se evaluó el porcentaje de plantas que desarrollaron nódulos cuando estas fueron inoculadas 
con las diluciones (1° a 6°) de la muestras SD y LC. Para el análisis se han considerado las 
submuestras SD1, SD2, SD3, SD4 y SD5 como una muestra única de SD, de la misma manera 
para el suelo LC se incluyeron las submuestras LC6, LC7, LC8, LC9 y LC10.  
Se observó que aún las plantas inoculadas con la mayor dilución de suelo (6°, 1:15625) 
desarrollaron nódulos, aunque como era de esperar, en la medida que la dilución fue mayor el 
número de plantas noduladas disminuyó. 
Cuando se inoculó con la menor dilución (1°: 1:5) del suelo LC, el 95 % de las plantas 
presentaron nódulos, en cambio cuando se empleó la mayor dilución (6°, 1:5625) noduló sólo el 
25 % de las plantas (Fig. II-14).  
La muestra SD contuvo simbiontes que nodularon el 100 % de las plantas inoculadas con la 
1º, 2º y 3º dilución. Con las diluciones 4°y 5°, nodularon el 80 %, y con la mayor dilución (6º) 
sólo el 50 % de las plantas. Lo que confirma que los suelos bajo labranza mínima (SD) 
contuvieron más rizobios que aquellos bajo LC. Estas diferencias en el porcentaje de plantas 
noduladas con muestras de suelo bajo SD o LC, se relacionan directamente con el número de 
rizobios presentes en cada muestra. El coeficiente de correlación entre plantas noduladas y 
número de rizobios LC inoculados por planta fue igual a 0,70. En tanto que para el suelo SD, 
cuando se consideraron todas las diluciones, el coeficiente de correlación fue igual a 0,50, pero si 
no se consideran las dos primeras diluciones (que tiene un alto número de rizobios, que se 
estioma, podrían haber nodulado un número diez veces mayor de plantas) el coeficiente de 
correlación es igual a 0,83. 
El suelo SD presentó un número mayor en el recuento inicial de rizobios, así es que la 
dilución 3° de este suelo tuvo un número de bacterias similar al de la 1° dilución del suelo bajo 
LC (Fig. II-14). Las plantas inoculadas con estos tratamientos presentaron un alto porcentaje de 
plantas noduladas que además fue similar (100-95 %). La 5° dilución del suelo SD presentó un 
número de bacterias del mismo orden que la 3° dilución de LC y cuando plantas de soja se 
inocularon con ellas el porcentaje de plantas noduladas fue del 80 %, para ambos suelos. Por 
último la 6° dilución de SD y la 4° de LC que presentaron un número de rizobios similar 
produjeron la nodulación en el 50 % de plantas (Fig. II-14). 
4.58 x102 
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Figura II- 14: Plantas noduladas inoculadas con cada dilución. 
Suelo SD y LC, según las diluciones empleadas: dil.1, 1:5; dil.2, 1:25; dil.3, 1:125; dil.4, 1:625; dil.5, 1: 
3125; dil.6, 1:15625.  
Recuento de nódulos 
El método del NMP empleado para estimar el número de rizobios no considera el número de 
nódulos producidos en cada planta, por ello se analizó este dato con el fin de evaluar el impacto 
del número de rizobios del suelo sobre la cantidad de nódulos que desarrolla la planta. Entre el 
Nº de nódulos y el NMP de rizobios se obtuvo un coeficiente de correlación positivo, tanto en las 
muestras provenientes del lote bajo SD (0,88) como aquellas provenientes del lote con LC 
(0,76). 
Las plantas (n=120) inoculadas con cada una de las submuestras del suelo bajo SD produjeron 
un total de nódulos que fue igual a 1578, en tanto que de las plantas inoculadas con las 
submuestras de los suelos bajo LC se obtuvieron 623 nódulos, un valor 2,5 veces menor (Fig. II-
15). Se puede observar que, en general el número de nódulos producidos, sigue la misma 
tendencia que en el porcentaje de plantas noduladas que se analizó en la sección anterior.  
La comparación de la sumatoria de nódulos producidos por las plantas inoculadas con cada 
submuestras SD, para cada una de las seis diluciones, mostró que las primeras dos diluciones (1° 
y 2°), presentaron las plantas con mayor número de nódulos, entre 68-75 y se diferenciaron de 
las plantas inoculadas con la mayor dilución (6°), en este caso las plantas desarrollaron alrededor 
de 20 nódulos. 
Las plantas inoculadas con diluciones realizadas con las submuestras del lote bajo LC 
produjeron un menor número de nódulos, más aún las submuestras se diferenciaron entre sí. 
Mientras que la primera dilución indujo, en promedio, la formación de 40 nódulos, las plantas 
inoculadas con las dos últimas diluciones (5° y 6°) produjeron un número apenas superior a 10 
nódulos (Fig. II-15).  
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Los diferentes números de rizobios son altamente eficientes para interactuar con la planta, 
porque el mayor número de bacterias se refleja en más nódulos por planta. 
 
 
Figura II- 15: Sumatoria de los nódulos producidos en las plantas inoculadas con las diluciones de suelo 
(1º: dil1 a 6º: dil6).  
Columna verde, suelo SD. Columna naranja, suelo LC. Letras iguales sobre columnas de igual color 
diferencias no significativas para test de Tukey, p<0,05. 
 
Aislados de los rizobios que nodulan la soja 
De las 240 plantas de soja inoculadas con las diluciones y muestras de suelo se extrajeron 
2200 nódulos. Se procedió a realizar aislamientos a partir de los nódulos, de cada submuestra de 
suelo, para lo cual se seleccionaron entre 10-20 nódulos de las plantas inoculadas con la dilución 
mayor (6°) y menor (1°) dilución. Así se obtuvieron 200 aislados, de los cuales 186 cuando se 
inocularon en plantas de soja desarrollaron nódulos. Es decir que sobre un total de 200 aislados; 
se descartaron 14 que no indujeron la formación de nódulos y/o no sobrevivieron luego de 
sucesivos repiques, de manera tal que el número final de cepas con las que se iniciaron los 
ensayos fue de 186 (Tabla 10).  
La denominación de los aislados se definió con tres cifras: número de submuestra (1-5 
muestras de SD y 6-10 muestras de LC) – nivel de dilución (1- 6) – número de orden (1-20). 
Ejemplo: cepa 215, corresponde a un aislado de la submuestra 2 (SD), dilución 1, número de 
aislamiento 5; cepa 1061, corresponde a un aislado de la submuestra 10 (LC), dilución 6, número 
de aislamiento1; cepa 958, corresponde a un aislado de la submuestra 9 (LC), dilución 5, número 
de aislamiento 8. En la Tabla 10 se presentan las cepas según el suelo de origen y la 
correspondiente denominación, las cepas con asterisco (*) son las que se descartaron. 
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Tabla 10: Denominación de los aislados de nódulos de plantas de soja, según la submuestra de origen. 
(*) Cepas que no sobrevivieron repiques y/o no nodularon en el ensayo de fijación y que fueron descartadas. 
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Caracterización fenotípica de los aislados 
Aspecto de las colonias 
Se encontraron colonias cuyo aspecto se ajustó a los fenotipos descriptos por Fuhrmann 
(1990), colonias mucosas, acuosas, intermedias y secas. En la Fig. II-16 se muestran dos tipos de 
colonias diferentes, mucosas y acuosas, que desarrollaron cuando se cultivaron en medio YEM 
con rojo Congo, incubado a 28 °C en la oscuridad durante 7-10 días.  
 
 
Figura II- 16: Colonias de aislados creciendo sobre medio de cultivo YEM suplementado con rojo 
Congo.  
A la izquierda colonia mucosa típica, a la derecha colonia acuosa. 
 
 
Un alto porcentaje de los inoculantes para soja en Argentina se producen con la cepa E109 de 
B. japonicum, cuya colonia presenta aspecto mucoso. Esta bacteria cuando es cultivada en 
oscuridad a 28 ºC, alcanza un tamaño de colonia de (1) mm de diámetro a las 168 hs (7 días). 
Otras cepas que han sido empleadas en nuestro país y que actualmente se utilizan en Brasil son 
las cepas SEMIA587, SEMIA5019, SEMIA5079 y SEMIA5080. Las dos primeras estirpes son 
representantes de B. elkanii, éstas en medio YEM, formaron colonias con aspecto acuoso y 
alcanzaron en un período de incubación de 168 hs un tamaño de 0,5 mm y 1 mm, 
respectivamente. Las últimas dos cepas son representantes de B. japonicum y B. diazoefficiens, 
respectivamente, el cultivo de estas cepas en el mismo medio y período, conduce al desarrollo de 
colonias de aspecto mucoso, diámetro de 1,5mm, de tonalidad rosada. 
En ambas muestras, las provenientes del suelo bajo labranza convencional y siembra directa, 
se encontró que el porcentaje de aislados que desarrollaron colonias mucosas, similar al 
inoculante comercial (B. japonicum E109), fue equivalente, 30 % para SD y 36 % para LC. El 
resto de los aislados presentaron colonias con aspecto intermedio, acuoso o seco en diferentes 
proporciones según la muestra de suelo. 
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En el suelo SD un 42 % de las colonias presentaron una morfología intermedia, mientras que 
21 % presentaron aspecto acuoso. Sólo el 7 % tuvieron aspecto seco (Fig. II-17). Sin embargo, 
un 56 % de los aislados de suelos bajo LC, presentaron una apariencia acuosa y sólo el 7 % 
presentó colonias intermedias y de la misma manera que en el suelo SD, muy pocas colonias 
mostraron aspecto seco (1 %) (Fig. II-17).  
 
 
Figura II- 17: Morfología de las colonias producidas a las 168 hs de incubación, por los aislados muestra 
de suelo SD y LC  
Tamaño de colonia 
Cuando los aislados se cultivaron en medio YEM suplementado con rojo Congo y se 
incubaron durante 168 hs a 28 ºC, presentaron diversos tamaños, con diámetros que variaron 
entre 0,5 mm y 2 mm (Fig. II-18).  
 
Figura II- 18: Tamaño de colonias desarrolladas sobre medio de cultivo YEM suplementado con rojo 
Congo, incubadas a 28 ºC durante 7 días.  
A la izquierda colonias de 1,5 mm de diámetro, a la derecha colonias de 0,5 mm. 
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Entre los aislados provenientes de SD se encontraron colonias con diámetros de 0,5 mm, 1 
mm y 1,5-2 mm en porcentajes similares, 29 %, 32 % y 28 % respectivamente (Fig. II-19). En 
cambio en los suelos bajo LC la mayor proporción de aislados, un 54 %, produjeron colonias con 
diámetros de 0,5 mm, mientras que el resto de los rizobios formó colonias de 1 mm de diámetro 
(26 %) y de 1,5-2 mm de diámetro (20 %) (Fig. II-19). 
 
 
Figura II- 19: Tamaño de las colonias producidas por los aislados de la muestra de suelo SD y LC, a las 
168 hs de incubación, sobre medio de cultivo YEM con rojo Congo. 
 
La evaluación realizada combinando la morfología y el tamaño de las colonias, de la totalidad 
de las cepas (n=186), luego de 168 hs de incubación en medio YEM, mostró que entre los 
rizobios aislados del suelo bajo SD predominaron las colonias con aspecto mucoso a intermedio 
y de tamaño igual o mayor a 1 mm (grandes), 30 % mucosas grandes (Mg) y 24 % intermedias 
grandes (Ig) respectivamente (Fig. II-22). Mientras que entre los aislados del suelo bajo LC un 
porcentaje mayoritario de los aislados presentó colonias mucosas grandes (Mg) similares al suelo 
SD (33 %), pero el 43 % de las cepas presentaron aspecto acuoso y colonias pequeñas (menor a 1 
mm) (Ap) (54 %) (Fig. II-20) 
 
 
 
 
Recuento, aislamiento y caracterización de rizobios de suelos con 
historia de cultivo conocida 
CAPITULO II 
RESULTADOS 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral  87  
 
 
Figura II- 20: Porcentaje de colonias según el aspecto–tamaño.  
Aspecto: A: acuosa, I: intermedia, M: mucosa. Tamaño: diámetro a los 7 días de incubación: g: igual o 
mayor a 1mm, p: menor a 1 mm. 
 
 
Crecimiento de la colonia 
Se estimó el crecimiento en función del tiempo en un grupo de 15 aislados durante un periodo 
más prolongado, para esto se determinó el diámetro de las colonias a los 4, 7, 9, 12 y 14 días de 
cultivo.  
Se observó que las cepas mostraron diferente velocidad de crecimiento. Las cepas se 
agruparon en tres conjuntos (Fig. II-21, a, b y c). Un grupo comprendió tres aislados del suelo 
LC (769, 10118 y 1061) y uno de SD (2620), todas estas desarrollaron colonias de 1 mm de 
diámetro en 7 días, al igual que la cepa de referencia E109 (Fig. II-21, a). Otro grupo, 
conformado por cuatro aislados del tratamiento SD (cepas 162, 367, 416, 561 y cuatro aislados 
de LC (cepas 618, 7118, 7612 y 952), cuyas colonias alcanzaron 1 mm de diámetro a los 9 días 
de incubación (Fig. II-21, b). Por último las colonias de dos cepas SD (3120 y 512), y una LC 
(814), alcanzaron 1 mm de diámetro entre los 10-14 días de incubación (Fig. II-21, c). 
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Figura II- 21: Evolución del diámetro de las colonias, mediciones realizadas a los 4, 7, 9, 12 y 14 días, de 
incubación a 28ºC. 
La flecha indica el momento en el que alcanzan 1 mm de diámetro. 
a: Rizobios que alcanzan 1 mm de diámetro a los 7 días. 
b: Rizobios que alcanzan 1 mm de diámetro a los 9 días.  
c: Rizobios que alcanzan 1 mm de diámetro luego de 10 días. 
 
Prueba acidificación – alcalinización 
Todas las cepas alcalinizaron el medio de cultivo con el indicador bromo timol azul, lo que 
sugiere que pertenecerían al género Bradyrhizobium (Garrity et al. 2005). 
 
Producción de melanina 
Sólo un aislado del suelo LC y 8 del suelo SD sintetizaron melanina, en tanto que 
aproximadamente sobre el total de los aislados solo el 7 % de las cepas no desarrolló en medio 
TY (Fig.II-22). 
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Figura II- 22: Producción de melanina sobre medio TY de las cepas provenientes de suelo SD y LC.  
 
Efecto de la temperatura sobre el crecimiento  
Los aislados no desarrollaron cuando se incubaron a 40 ºC, lo que también ocurrió con los 
controles de B. japonicum, B. diazoefficiens y B. elkanii (Fig. II-23).  
La incubación a 37 ºC, resultó en el desarrollo de colonias sólo en el 12 % de los aislados 
provenientes de los suelos manejados bajo LC. Por otro lado, entre un 20-25 % de los aislados 
provenientes del lote bajo SD y LC respectivamente, que no desarrollaron a 37 °C, formaron 
colonias al ser transferidas a 25 ºC (tolerantes). Las estirpes de Bradyrhizobium control se 
encontraron dentro de este último grupo.  
 
 
Figura II- 23: Comportamiento de cepas provenientes del suelo SD y LC según su tolerancia a la 
incubación a 37 ºC en medio agarizado YEM con rojo Congo:  
desarrollan a 37 ºC: forman colonias de al menos 50% del tamaño de la cepa control; tolerantes: no 
desarrollan a 37 ºC pero transferidas a 25 ºC desarrollan; no resisten: no desarrollan en ninguna de las dos 
condiciones anteriores. 
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Tolerancia al NaCl en el medio de cultivo 
En los suelos bajo SD no se encontraron aislados que desarrollen en presencia de alta 
concentraciones iónicas (Fig. II- 24). En cambio, alrededor del 20 % de los aislados de los suelos 
bajo LC crecieron en concentraciones de sal del 0,5 %, mientras que dos aislados desarrollaron 
en presencia de tenores de sal aún más altos como el 2 % de NaCl.  
 
 
Figura II- 24: Comportamiento de cepas provenientes de suelo LC según su tolerancia a la sal en medio 
agarizado YEM suplementado con 0,5 % y 2 % de NaCl.  
 
Tolerancia a los antibióticos 
Los aislados presentaron resistencia intrínseca a los antibióticos en las concentraciones 
empleados en el ensayo. Todas las cepas fueron tolerantes al cloranfenicol (30 µg) y la 
eritromicina (15 µg). Entre los aislados del suelo SD se encontraron 20 % de rizobios sensibles a 
rifampicina (5µg), 8 % sensibles al ácido nalidíxico (30 µg) y sólo 3 % sensibles a tetraciclina 
(30 µg). En tanto que las cepas de suelos LC presentaron menor porcentaje de rizobios sensibles, 
sólo el 8 % fue sensible a rifampicina (5 µg) y dos cepas (4%) fueron sensibles al ácido 
nalidíxico (30 µg) y sólo una cepa a tetraciclina (30 µg) (Fig. II-25).  
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Figura II- 25: Porcentaje de aislados resistentes/sensibles a los antibióticos evaluados.  
El ensayo se realizó con antibióticos en monodiscos de papel, sobre medio YEM agarizado. La 
concentración de cada antibiótico figura entre paréntesis al final del nombre en µg. 
 
 
Los aislados obtenidos de la 1º y 6º dilución difirieron en el predominio de ciertas 
características fenológicas. La mayor dilución (dil.6º) de ambos suelos, SD y LC, contuvo una 
mayor proporción (40 %) de cepas con colonia mucosa que la menor dilución (dil.1º) (20 %). 
Además, en el suelo bajo LC, las cepas que desarrollaron colonias pequeñas (0,5 mm) 
prevalecieron sólo en la dil.1º (70 %), ya que en la dilución mayor, estas colonias representaron 
el 40 % de los aislados. Los aislados del suelo bajo SD, mostraron un comportamiento parecido, 
ya que la recuperación de cepas con colonias pequeñas (0,5mm) en la dil.1º fue del 35 % y en la 
dil.6º del 30 %. La mayor proporción de cepas tolerantes a 37 °C se aislaron de la 1º dilución, es 
decir que son más frecuentes las cepas sensibles a las altas temperaturas, y por ello 
predominaron en las diluciones 5º-6º.  
En el resto de los parámetros evaluados, producción de melanina, tolerancia a antibióticos y a 
la salinidad, sólo el 5 % de las cepas presentaron diferencias entre las diluciones. 
 
Fenograma de características fisiológicas 
Con las características fisiológicas: diámetro de colonia a las 168 hs (0,5 mm,0; entre 0,5 -1 
mm, 1; mayor a 1 mm, 2), aspecto de colonia (intermedia,1; seca, 2; mucosa,3; acuosa, 4), 
tolerancia a 0,5 % NaCl (no desarrolla, 0; desarrolla, 1), tolerancia a 2 % NaCl (no desarrolla, 0; 
desarrolla, 1), tolerancia a 37 ºC (no resisten, 0; desarrolla, 1; tolerantes, 2), síntesis de melanina 
(no sintetiza, 0; sintetiza, 1; no desarrolla en el medio de cultivo, 2), sensibilidad a antibióticos: 
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cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina, rifampicina, ác. nalidixico (resistente, 0; formación de 
halo menor a 3 mm, 1; formación de halo mayor a 3 mm, 2) (Camacho et al. 2002), se construyó 
una matriz fenotípica. Con ésta se generó un fenograma en donde se identifican tres clados 
principales. El grupo A, con 70 % de similitud, contuvo el 27 % del total de aislados, entre estos 
la mayoría (n=35) provienen de los suelos bajo LC y el resto de los suelos bajo SD (n=15) y a las 
cinco cepas de referencia. El grupo B, con 60 % de similitud, contuvo el 60 % de las cepas, 
aislados del suelo bajo SD (n=58) y del suelo bajo LC (n=53). Por último el grupo C, también 
con 60 % de similitud, agrupó sólo el 12 % de los aislados totales (n=16 SD y 7 LC). Sólo una 
cepa LC (814) no se agrupó en ninguno de los clados (Fig. II–26).  
El análisis de los Componentes Principales, permite observar que el agrupamiento de los 
aislados obedece en primer lugar al aspecto de la colonia y a la tolerancia a 37 ºC, estas 
características explican el 41 % y 22 % de la variabilidad, respectivamente. Otras características 
que influyeron fueron el diámetro de la colonia (tamaño) (14 %) y la sensibilidad a la 
rifampicina (10 %) (Fig. II-27). Los fenogramas y Componentes Principales (Fig. II-27) que 
resultaron al seleccionar los aislados de cada suelo (SD-LC) o de cada dilución (1º- 6º) 
independientemente, no mostraron un patrón de agrupamiento diferencial. Es decir que mediante 
las pruebas fisiológicas empleadas y las características de la colonia, no es posible discriminar 
los aislados según su origen, ni según la especie. 
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Figura II- 26: Dendrograma construido con las pruebas fisiológicas de todas las cepas (SD, verdes y LC, 
anaranjadas) (Coeficiente Dice) con el programa PAST.3 (PAleontological STatistics Version 3.11). 
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Figura II- 27: Componentes Principales generado con los resultados de las pruebas fisiológicas.  
SD: * verdes y LC: o anaranjadas. Ejes: C: tolerancia a sal 2 %; D: tolerancia a 37 ºC; J: sensibilidad a 
rifampicina; K: sensibilidad a ác. Nalidíxico; L, Aspecto; N: tamaño de colonia. 
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Fijación de N2 
Se evaluó el peso seco de la parte aérea (PSA) y el peso seco de los nódulos (PSN) de cada 
planta. En primer lugar se verificó que los testigos sin inocular (T) de cada ensayo no 
presentaran nódulos, luego de lo cual se procesaron las plantas del resto de los tratamientos (Fig. 
II-28).  
El total de los aislados se evaluó en varios ensayos consecutivos a lo largo del año, en cada 
ensayo se incluyó a la cepa control E109. En los ensayos se observó un marcado efecto del 
ambiente, ya que el PSN y PSA del control fueron afectados por la fecha de siembra, aún cuando 
las plantas se mantuvieron en cámara de cultivo bajo condiciones controladas de luz-
temperatura. Con el fin de poder comparar los tratamientos de los ensayos entre sí, todos los 
datos se normalizaron respecto del control positivo B. japonicum E109.  
 
 
Figura II- 28: Raíces seleccionadas al azar de plantas inoculadas con aislados, donde se observan 
nódulos.  
A la izquierda planta Testigo sin inocular, sin nódulos.  
 
El coeficiente de correlación entre los parámetros PSN y PSA obtenidos de plantas inoculadas 
con la cepa comercial, fue alto y positivo (r = 0.80) resultados que concuerdan con los reportados 
por Unkovich y colaboradores (2008) y Salvucci y colaboradores (2012). El análisis de regresión 
lineal arroja un R
2
= 0,76 lo que sugiere que la biomasa de nódulos estaría explicando el 76 % de 
la biomasa aérea y que el restante 24 % está determinado por otras variables (Fig. II-29). 
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Figura II- 29: Análisis de regresión: PSA vs PSN de la cepa de referencia B. japonicum E109, obtenidos 
de los ensayos realizados en invernáculo y en diferentes fechas de siembra.  
Los datos se relacionan en forma positiva y se ajustan a una recta. Promedios de cuatro replicados. 
 
 
Nodulación e impacto en el crecimiento de la soja. 
Entre los aislados del suelo bajo SD, se observó que el 82 % produjo una biomasa de nódulos 
similar a la que indujo la cepa de referencia E109, en tanto el 18 % presentó una tendencia a 
producir entre 30 % y 100 % más de biomasa nodular (Fig.II-30). Ninguna cepa produjo biomasa 
de nódulos inferiores a E109.  
Entre las cepas de LC, casi el 85 % tuvo un comportamiento similar a E109 en cuanto a la 
producción de nódulos, 14 % de los aislados produjeron una biomasa de nódulos entre un 40 % y 
100 % mayor, y sólo un 1% produjo menor PSN (-52%) (Fig. II- 31). 
Cuando se analizó el parámetro PSA de la planta se encontraron diferencias significativas 
entre los tratamientos. Si bien la mayoría de las cepas, 83 % SD y 88 % LC, mostraron un 
comportamiento similar al de la cepa E109, Un 6 % de las cepas SD y un 2 % de las cepas de LC 
indujeron en las plantas inoculadas un mayor PSA, que superaron al control positivo en un rango 
del 35-60 %. 
Recuento, aislamiento y caracterización de rizobios de suelos con 
historia de cultivo conocida 
CAPITULO II 
RESULTADOS 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral  97  
 
Figura II- 30: Gráfico de dispersión de los datos de PSN y PSA de cada aislado SD, expresado en 
porcentaje de la producción de la cepa de referencia E109 (circulo celeste). 
 
Por otro lado es importante mencionar que alrededor del 10 % de aislados de cada suelo, SD y 
LC, produjeron entre 50-70 % menos biomasa aérea que la cepa control (Fig. II-30 y II-31).  
De estos ensayos, se desprende que 7 cepas naturalizadas SD (163, 456, 5113, 458, 2116, 416 
y 451) fueron altamente eficientes en fijación de N2 en las condiciones ensayadas, evidenciado 
por el PSA que superó entre un 40 y 60 % al control E109. Además, entre los siete aislados 
descriptos, las cuatro primeras (163, 456, 5113, 458) produjeron PSN similar a la cepa de 
referencia y las últimas tres (2116, 416, 451) formaron mayor masa nodular que la cepa control 
(Fig. II-30 intersecciones de círculos PSA superior y PSN superior). En cambio en los suelos 
bajo labranza convencional sólo los aislados LC, 862 y 953, generaron un mayor crecimiento en 
las plantas evidenciado por un aumento en la acumulación de biomasa aérea del 29 % y 34 %, 
respectivamente, en relación a la estirpe E109. Vale la pena destacar que los aislados presentaron 
un PSN similar a la de las plantas inoculadas con la cepa control E109 (Fig. II-31). Entre el resto 
de los aislados que produjeron un PSN superior ninguna produjo un PSA superior a la estirpe 
control E109 (Fig. II-30). Del grupo de cepas aisladas de los suelos bajo LC que produjeron más 
nódulos (Fig. II-31, PSN superior), ninguna fue más eficiente que la cepa control, es decir que la 
fijación de N2 de esa masa nodular no produjo mayor PSA.  
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Las cepas 1044 y 1046, si bien su inoculación hizo que las plantas tuvieran un PSN más alto, 
éstas no crecieron más, con lo cual probablemente no dispusieron de más nitrógeno para la 
planta (Fig. II-31).  
 
 
Figura II- 31: Gráfico de dispersión de los datos de PSN y PSA de cada aislado LC, expresado en 
porcentaje de la producción de la cepa de referencia E109 (circulo celeste). 
 
Se observó que las hojas de las plantas control no inoculadas (T) fueron de color verde claro a 
amarillenta (clorosis), que seguramente es el resultado de una baja disponibilidad de nitrógeno. 
Sin embargo, esto último no se reflejó en un menor PSA en todas las plantas T. Por ello se 
determinó el contenido de N total (método Kjeldahl) de una muestra representativa de plantas 
inoculadas con cepas de alta y baja capacidad de fijación de N2 junto con plantas inoculadas con 
la cepa de referencia y plantas testigo sin inocular (Fig. II-32). Se calculó, el contenido de N total 
tomando como parámetro de comparación las plantas del tratamiento T. Se determinó que el 
aporte de la FBN fue del 20 % para las plantas inoculadas con las cepas naturalizadas de menor 
eficiencia (114 y 311), lo que aumentó a 40 % cuando las plantas fueron inoculadas con las 
cepas más eficientes o con eficiencia similar a la cepa control E109 (aislados 712 y 5113). 
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Figura II- 32: Contenido de N total de la parte aérea de plantas de soja, por el método Kjeldahl. 
T: testigo sin inocular, cepas de referencia: B. japonicum E109 y B. elkanii SEMIA587, aislados 
naturalizados: 7112, 114, 311, 712, 5113. Letras distintas representan diferencias significativas 
(ANOVA) test de Tukey, p < 0,05.  
 
Para conocer la influencia de la nodulación (PSN) sobre los otros parámetros (PSA y 
Contenido de N total), y la interacción entre ellos, se determinó la correlación estadística entre 
ellos: 
1. PSN / PSA 
2. PSN / Contenido de N total 
3. PSA / Contenido de N total 
Las correlaciones se calcularon en base a todos los datos del ensayo incluidas las plantas sin 
inocular. En la Fig. II-33, se observa que existió una pendiente positiva. El coeficiente de 
correlación de Pearson (r) dio valores entre 0,52 y 0,68 indicando una correlación 
estadísticamente significativa y positiva con p < 0,0001 entre los tres pares de variables 
analizadas. 
Al calcular el coeficiente de correlación de Pearson para los pares de parámetros PSN/PSA y 
PSN/%N, sin incluir el Testigo sin inocular, el coeficiente mostró una correlación positiva (r = 
0.70 y 0,55, respectivamente) aunque se observó claramente que, tal cual era de esperar, el 
contenido de N total (% N) estuvo en función de la biomasa nodular. El contenido de N de las 
plantas sin inocular (T) probablemente provino de las reservas de la semilla, del sustrato y/o de 
los pequeños aportes de la materia orgánica que se encuentra en el proceso de degradación, por 
ello a pesar de no tener rizobios que fijen N2, en períodos de cultivo cortos frecuentemente la 
biomasa formada no difiere de aquellas plantas con mayor contenido de N. 
 
 
 
Recuento, aislamiento y caracterización de rizobios de suelos con 
historia de cultivo conocida 
CAPITULO II 
RESULTADOS 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral  100  
 
 
 
Figura II- 33: Correlación entre las variables PSN/PSA, PSN/%N, PSA/%N.  
Coeficiente de Pearson: 0,52; 0,67 y 0,68, respectivamente. 
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En síntesis los resultados en este capítulo muestran que los rizobios aislados son diversos en 
la morfología de las colonias, la tolerancia al estrés, temperatura y salinidad, capacidad para 
infectar y fijar N2, tanto estos provengan de suelos bajo labranza convencional como de siembra 
directa. Si bien los aislamientos compartieron las características fenotípicas, el manejo de los 
suelos generó bacterias con comportamientos distintos.  
Se observaron diferencias entre los aislados SD provenientes de la menor y mayor dilución de 
suelo en sus características simbióticas. Se encontró que al diluir el inóculo (suelo) SD, 
disminuyó el porcentaje de aislados capaces de producir PSN mayor, es decir que las cepas que 
inducen más nódulos o nódulos más grandes son menos frecuentes, por ello en la 6º dilución hay 
un número muy bajo de rizobios con estas características simbióticas y se refleja en pocas 
plantas con PSN alto, la variación fue del 24 % al 9 %. Sólo se aislaron dos cepas con alto PSN y 
PSA, una de la dil.1º (cepa 416) y otra de dil.6º (451).  
En la muestra SD, dentro de los aislados con mayor PSN que la cepa E109 (triángulo rojo en 
Fig. II-34), la 1º dilución de suelo contuvo cepas que producían entre 50 a 100 % más de PSN 
que E109, en cambio en la 6º dilución, las cepas más frecuentes fueron sólo las que produjeron 
alrededor de 90 % más PSN que E109. El parámetro PSA no mostró diferencias entre los 
aislados de la 1º y 6º dilución. En LC, en cambio, al diluir el suelo, se mantuvo el porcentaje de 
cepas que produjeron al menos 50 % más PSN que E109, pero se observa que hay una tendencia 
a producir PSN mayores (hasta 100 % más que E109) (Fig.II-34).  
Los aislados que se diferencian del resto por su alto PSN (encerrados en el triángulo rojo, Fig. 
II-34) son diversos genéticamente según el análisis de la amplificación de la reacción BOX A1R 
(ver Cap. III). De los 13 y 11 aislados de la 1ºdil. de los suelos SD y LC, respectivamente, sólo 
se encontraron 2 y 3 aislados con similitud del 50 % en la 6º dil. Además un aislado de 1º dil. LC 
(717) presentó similitud del 50 % con un aislado 6º dil. De SD (1610). 
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Figura II- 34: Gráficos de dispersión de los datos de PSN y PSA de los aislados de la 1º y 6º dilución, de 
cada suelo (SD y LC), referenciados a la cepa E109.  
El triangulo rojo encierra los aislados con producción de PSN mayores al 50 % del PSN de E109. 
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En los suelos en donde periódicamente se cultiva soja, con la inoculación que se realiza en el 
momento de cada siembra, se incorpora una biomasa de rizobios que se multiplican durante el 
período del cultivo y son liberados al suelo cuando los nódulos senescen. Debido a esto el cultivo 
de leguminosas conduce al aumento de la población de simbiontes en el suelo, que luego se 
naturalizan (Reyes & Schmidt 1979; Batista et al. 2007; Gomes Barcellos et al. 2007; Melchiorre 
et al. 2011). Se ha descripto que el suelo rizosférico de plantas de soja es colonizado por 10
4
-10
6
 
rizobios (Reyes & Schmidt 1979; Barthelemy-Delaux et al. 2014), población que además se 
modifica según la etapa del cultivo (Reyes & Schmidt 1979). En nuestro país, la población de 
rizobios naturalizados en los suelos varía según las áreas de cultivo, entre 10
2 
a 10
5 
rizobios.g 
suelo
-1
 (Tringali et al. 1997; Brutti et al. 1998). En este trabajo las poblaciones de los suelos 
muestreados fueron del orden de 8,12 x 10
3
 rizobios.g suelo
-1 
en SD y 5,81 x 10
2
 rizobios.g 
suelo
-1 
en LC, valores que coinciden con los descriptos en el país.  
Los suelos estudiados tuvieron una historia de manejo distinta. Tal como se describió, en los 
últimos ocho años los lotes fueron sembrados con soja en diferentes momentos por lo que el 
impacto de la inoculación seguramente es diferente. En base a esto, en el momento en que se 
tomaron las muestras los suelos SD tuvieron como cultivo antecesor soja, es decir 100 días 
previos al muestreo recibieron una cantidad de rizobios provenientes del inoculante, de manera 
que los suelos bajo LC con el maíz como cultivo antecesor, fueron inoculados con rizobios un 
año antes. La población de rizobios de la muestra LC, probablemente provienen de esa 
inoculación y de otras previas, por lo tanto son rizobios que han sobrevivido saprotróficamente 
en el suelo, al menos durante un año, considerando que ese suelo permaneció en barbecho 
durante un período de aproximadamente 7 meses a lo que le siguió un periodo de 160 días con 
cultivo de maíz. Es posible que esto fue uno de los factores que condujo a que el número de 
rizobios en las submuestras de suelo trabajado con SD fuese mayor que en el suelo bajo LC.  
Los estudios realizados sobre el suelo Hapludol Típico manejado con siembra directa durante 
diez años, muestran que este tipo de laboreo tiene efectos de conservación y/o recuperación de 
las concentraciones de materia orgánica total (MO) dependiendo de la profundidad y el uso que 
tuvo el suelo originalmente. Por otro lado, existen reportes que indican que además el suelo 
manejado bajo SD, conservaría más humedad y mantendría una temperatura más estable. Por 
ello este manejo de suelo promueve el desarrollo de la biomasa microbiana, incluidos los 
rizobios, que en el suelo en forma libre se comportan como organismos saprótrofos 
heterotróficos (Hungria et al. 1997a; Dorr de Quadros et al. 2012; Silva et al. 2013). Todos estos 
factores podrían considerarse relacionados a las diferencias en las poblaciones encontradas en 
ambos suelos (SD y LC). Sin embargo, el más alto número de rizobios encontrados en los suelos 
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bajo SD de este trabajo, no pueden explicarse por el contenido de MO debido a que no fueron 
superiores al suelo bajo LC. Este último tuvo 3,36 % de MO, en tanto que el suelo bajo SD 
contenía de 3,08 %. La diferencia podría atribuirse a que mientras en el suelo LC el cultivo 
antecesor fue maíz, en el suelo SD fue soja, y estos dos cultivos aportan cantidades 
significativamente distintas de biomasa de rastrojo que dejan luego de la cosecha (Zanettini et al. 
2014), momento en el que se tomó la muestra. En este caso, la mayor población de rizobios en 
suelo bajo SD, podría deberse al tipo de agregados del suelo que se forman en el manejo SD, y 
que genera microhabitats que pueden proporcionar mejores condiciones ambientales y 
nutricionales para los microorganismos (Kaschuk et al. 2006a; Silva et al. 2013). Además del 
efecto de las labranzas sobre la cantidad de rizobios que forman parte de la población microbiana 
del suelo, probablemente influyan también un conjunto de otros factores, como la presencia de la 
planta huésped, momentos de la toma de la muestra en relación al tiempo en que ingresaron 
rizobios al suelo y características físico químicas del suelo (Batista et al. 2007; Graham 2008; 
Dorr de Quadros et al. 2012; Yan et al. 2014). 
Según varios autores, cuando la planta huésped estuvo presente el tamaño de la población se 
mantuvo a pesar de las condiciones ambientales adversas (sequía), debido a que las plantas 
liberan en sus exudados una variedad de hidratos de carbono y otras moléculas pequeñas. Estas 
moléculas, además de las raíces y nódulos en sí mismos, pudieron haber protegido físicamente a 
las bacterias, lo que permite una mayor supervivencia (Barthelemy-Delaux et al. 2014).  
Se ha encontrado que el pH influye en la diversidad genética de los rizobios (Giongo et al. 
2008) y en el tamaño de la población (Barthelemy-Delaux et al. 2014), aunque otros autores no 
encontraron esa correlación (Alberton et al. 2006). En el presente estudio se trabajó con muestras 
de suelo que difirieron en casi un punto de pH (5,14-5,89) y no se encontró relación entre el pH 
de cada submuestra y el número de rizobios. Probablemente esto se deba a que los bradyrizobios 
sobreviven mejor en suelos levemente ácidos que alcalinos (Albareda et al. 2009), pero además 
el rango de pH de las muestras se mantuvo en un nivel de acidez moderada. 
Las plantas trampa empleadas para realizar el aislamiento de los rizobios probablemente 
condicionaron también el número y la diversidad de las bacterias atrapadas. Es conocido que el 
genotipo de la planta cumple un rol clave en la interacción rizobio-leguminosa (Salvucci et al. 
2012). Por otro lado, es posible que existan, dentro de la población del suelo, rizobios no 
nodulantes que en base al procedimiento realizado no fueron considerados (Boddey & Hungria 
1997; Denison & Kiers 2004; Appunu et al. 2008).  
Los aislamientos que se seleccionaron para estudiar en esta tesis se realizaron a partir de las 
plantas inoculadas con la menor (1º) y mayor (6º) dilución. Algunos autores encontraron que la 
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dilución de suelo con que se inocula, condiciona la variabilidad de bradyrizobios (Bala et al. 
2001; Alberton et al. 2006). La población naturalizada de Bradyrhizobium de soja se compone de 
pocas cepas que se han introducido como inoculantes en los últimos 50 años. Es posible que las 
cepas más competitivas, sumado a la naturaleza más específica de la planta huésped (soja), 
logren ocupar la mayoría de los nódulos, aunque con la dilución del suelo hayan disminuido su 
número (Bala et al. 2001; Alberton et al. 2006). Aunque, algunos genotipos que sean más 
abundantes en la población de rizobios tendrían mayor probabilidad de ser atrapados bajo 
diluciones mayores. Contrariamente a lo que sucede con rizobios nativos de poroto (Phaseolus 
vulgaris) y dado la naturaleza promiscua de esta planta, en diluciones menores las cepas más 
competitivas colonizaron las raíces, lo que implica diversidad genética inferior. Por otra parte, al 
aumentar la dilución del suelo resultó en una disminución de la proporción de las cepas más 
competitivas, lo que permitió a las cepas menos competitivas, nodular la planta huésped 
(Alberton et al. 2006). Esto explicaría los resultados encontrados en los ensayos de fijación y 
nodulación, donde la dilución mayor de los suelos bajo SD (dil.6º) condujo a aislar menos 
rizobios con capacidad de nodulación mayor (PSN superior) a la cepa E109, estos rizobios 
disminuyeron del 11 al 5 %. Esto sugeriría que las cepas más infectivas que inducen una mayor 
cantidad de nódulos, se encuentran en bajo número y al diluir no alcanzaron a infectar, o son 
menos competitivas.  
La soja desarrolla nódulos con rizobios de crecimiento rápido, lento y extra lento, lo que está 
vinculado a la capacidad competitiva de las bacterias. Somasegaran & Hoben (1985) clasificaron 
a los rizobios como de crecimiento rápido cuando las colonias aparecen entre los tres y cinco 
días y además acidifican el medio de cultivo. Los rizobios de crecimiento lento o bradyrizobios 
desarrollan colonias a los 5-7 días de cultivo y alcalinizan los medios de cultivo. Recientemente 
se ha descripto que hay diversas especies de rizobios que nodulan la soja como por ejemplo 
Ensifer fredii, E. sojae, E. xinjiangense (Chen et al. 1988), Mesorhizobium tianshanense (Chen 
1995), Rhizobium tropici (Hungría et al, 2006), además de varias especies del género 
Bradyrhizobium (B. canariense, B. elkanii, B. japonicum, B. liaoningense, B. yuanmingense), 
entre ellas hay de crecimiento rápido y de crecimiento lento. Todos los aislados estudiados en 
este trabajo fueron de crecimiento lento, aún cuando estos presentaron ciertas diferencias en la 
velocidad de crecimiento, todas alcalinizaron el medio de cultivo.  
En esta tesis se demostró que los suelos muestreados sólo contuvieron rizobios de crecimiento 
lento y en base a las características fenotípicas descritas, probablemente derivan de estirpes de B. 
elkanii y B. japonicum, incorporados con las semillas inoculadas con formulaciones comerciales. 
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Muchos trabajos han descripto el aislamiento y análisis de la diversidad de las cepas de los 
suelos y han expresado esta diversidad como el reflejo de modificaciones morfológicas, 
fisiológicas y genéticas (Hungria et al. 1996; Santos et al. 1999; Ferreira & Hungria 2002; 
Batista et al. 2007; Bizarro et al. 2010; Melchiorre et al. 2011). Un alto porcentaje de rizobios 
aislados (alrededor del 65 %) (Fig. II-20) presentaron un aspecto y tamaño de las colonias 
diferente a la cepa comercial inoculada (B. japonicum E109) lo que sugiere que los ambiente en 
donde sobreviven inducen cambios en las características morfológicas de las cepas en los suelos 
bajo SD o bajo LC. Las diferencias morfológicas de las colonias están relacionadas, entre otras 
cosas, con el tipo y cantidad de exopolisacáridos producidos (Fuhrmann 1990; Basit et al. 1991). 
En estudios realizados en suelos de los Cerrados en Brasil, se encontró que, en condiciones 
ambientales estresantes, las cepas que se adaptaron o sobrevivieron aumentaron la síntesis de 
moléculas que contribuyen al aspecto mucoso de las colonias (Batista et al. 2007). Estos autores 
demostraron que en el proceso de adaptación al medio la composición de los polisacáridos sufrió 
modificaciones (da Costa Coutinho et al. 1999) pero también se afectó la cantidad (Girgis et al. 
2007). Los polisacáridos son compuestos que protegen a los rizobios frente a condiciones 
adversas, como predadores, sustancias tóxicas, desecación, salinidad. Presumiblemente los 
cambios en la superficie de los rizobios obedecen a que los aislados desarrollan en un ambiente 
estresante. En los Cerrados de Brasil la presión de selección en B. japonicum, generó mutaciones 
o cambios en genes relacionados a la síntesis de polisacáridos (da Costa Coutinho et al. 1999). 
Los diversos aspectos de las colonias de los aislados del suelo bajo SD, sugieren que entre la 
inoculación del cultivo de soja y la toma de muestras de suelo (100 días), se produjeron en la 
población de rizobios cambios morfológicos que están relacionados con cambios metabólicos. 
Alternativamente, es probable que los rizobios naturalizados hayan sufrido cambios que 
aumentaron la eficiencia con que estos infectan las plantas trampa, al menos comparados con la 
cepa E109. En el suelo bajo LC, el tiempo transcurrido desde la inoculación del cultivo de soja y 
el muestreo fue mayor, y también presentó una población de rizobios que desarrollaron colonias 
diversas a la cepa inoculada. En estos suelos los bradyrizobios que predominaron fueron los que 
formaron colonias de aspecto acuoso en el medio de cultivo. Girgis y colaboradores (2007) 
encontraron que los rizobios que forman colonias acuosas toleraron mejor la salinidad y los 
antibióticos. Vale la pena aclarar que en este suelo además del tiempo transcurrido también 
influyó el ambiente edáfico generado por la labranza convencional.  
El análisis de la morfología de las colonias, discriminando los aislados según la dilución del 
suelo de origen, permitió observar que hay diferencias entre las cepas obtenidas de la menor 
dilución (1º) y de la mayor (6º). Se encontró que al diluir la muestra, independientemente del 
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manejo del cultivo, el número de rizobios que forman colonias mucosas aumentó, por lo que se 
podría inferir que las mismas son más competitivas, ya que infectan las plantas cuando el 
número de los rizobios presentes en la muestra disminuyó como resultado del efecto de la 
dilución. 
Si bien el aspecto de las colonias es un carácter subjetivo del observador, el tamaño es un 
parámetro objetivo y es importante destacar que las colonias de los suelos bajo LC desarrollaron 
un menor tamaño, lo que indicaría un crecimiento más lento. En contraposición con esto algunos 
autores afirmaron que el tipo de colonia estaría relacionado al sitio de aislamiento y que el 
tamaño no se relaciona con la velocidad de crecimiento (Chen et al. 2002).  
Kober (2004) demostró que las cepas de rizobios empleadas como inoculantes pueden variar 
en el suelo y en consecuencia se alteran no sólo la morfología de las colonias sino también el 
comportamiento simbiótico. Si bien se ha encontrado que en bradyrizobios, el aspecto de la 
colonia no está directamente asociado con la capacidad de fijación de N2 y por lo tanto no está 
vinculado a la eficiencia para fijar N2.  
Los suelos trabajados con LC contuvieron un mayor número de cepas tolerantes a alta 
temperatura, que los suelos SD. Además, sólo en el suelo LC se pudieron aislar rizobios con 
tolerancia a la salinidad, aunque el número de cepas tolerantes no superó el 20 %, de manera 
similar a lo hallado por Ferreira & Hungria (2002) y Nóbrega y colaboradores (2004), en 
estudios realizados con simbiontes de soja aislados de suelos brasileros. Estos resultados 
sugieren que los suelos bajo LC, que están desnudos durante un tiempo y contienen menos 
humedad, exponen a los microorganismos, entre ellos a los rizobios naturalizados presentes, a 
temperaturas más altas y otras condiciones de estrés, generando así un mayor número de 
microorganismos adaptados a temperaturas extremas. 
La dilución de las muestras de suelo, tanto de SD como LC, condujo a una reducción de los 
aislados tolerantes, lo cual es lógico considerando que el número de rizobios resistentes al estrés 
es bajo y al diluir el suelo tienen menos posibilidades de nodular, ya sea por su bajo número o 
por su menor capacidad competitiva. Los suelos bajo LC sufren una mayor alteración ya que 
están expuestos a cambios extremos de temperatura, humedad, exposición al sol y viento 
(Ferreira et al. 2000; Dorr de Quadros et al. 2012). Todo esto genera una presión de selección 
que conduce al desarrollo de cepas tolerantes a condiciones adversas de temperatura y salinidad 
(Batista et al. 2007). En el suelo cultivado bajo SD el ambiente es más estable, lo que favorece a 
que en la población de rizobios prevalezcan cepas menos tolerantes a estreses. 
La salinización es un problema creciente que degrada el recurso suelo. Las sales reducen el 
potencial de agua y las plantas, al igual que los diazótrofos simbióticos, difieren en su capacidad 
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para tolerar la sal (Graham 1992). En los rizobios, la sal, fundamentalmente provoca un estrés 
por la concentración del ión Cl
-
 más que por el efecto osmótico, ya que inhibe enzimas 
específicas (Elsheikh 1998). En este contexto, NaCl es considerado un buen indicador de la 
tolerancia de las bacterias al estrés salino (Abdelmoumen et al. 1999). La búsqueda de estirpes 
tolerantes a la salinidad dependerá del potencial para crecer y persistir en esas condiciones, y 
junto con la selección de cultivares de soja adaptadas a salinidad, permitirá aumentar el 
desempeño de la simbiosis y mantener la productividad vegetal. Así, los estudios preliminares in 
vitro permiten seleccionar cepas para estudios posteriores en el campo (Nóbrega et al. 2004). En 
este trabajo se determinó que los suelos bajo labranza convencional más frecuentemente 
albergan rizobios resistentes al estrés. 
En el ensayo de nodulación y eficiencia realizado con el grupo de 200 aislados, se encontró 
que las cepas difieren en su capacidad para nodular y fijar N2, procesos que además están bajo la 
influencia del efecto ambiental. El proceso de fijación de N2 es dependiente de la radiación 
fotosintética que varía a lo largo del año, pero también de la temperatura del aire y del suelo. Se 
ha demostrado que la temperatura del suelo ejerce cierto efecto sobre la nodulación de las 
leguminosas (Liu et al. 2011). En soja, se ha reportado que la temperatura óptima para la 
formación y desarrollo de los nódulos es 20-25 ºC, las bajas (15 ºC) o altas (30 ºC) temperaturas 
pueden provocar el retraso o inhibición de la nodulación, en todas las etapas desde el 
intercambio de señales, deformación de los pelos radicales, formación del hilo de infección, 
desarrollo de nódulos y actividad nitrogenasa (Liu et al. 2011). Algunas de las diferencias 
encontradas en la nodulación podrían explicarse por el mayor número de rizobios adaptados a las 
altas temperaturas (37 ºC), que se aislaron del suelo bajo LC. 
La mayor parte de los aislados (más del 80 % recuperados con las plantas trampa de cada 
suelo), inoculados en las plantas de soja generan valores de PSA y PSN similares a la cepa de 
referencia E109. Esto indicaría el predominio de rizobios con buena infectividad y eficiencia 
para fijar N2. Las plantas leguminosas sancionan a las cepas de rizobios ineficientes, limitando su 
multiplicación (Graham 2008) de manera que la presencia de soja en las sucesivas rotaciones de 
cultivos (soja/maíz/pastura) que se realizaron en los suelos estudiados, probablemente resultó en 
una selección de rizobios eficientes. Por otro lado, el uso de plantas trampa es una estrategia que 
no permite incluir en el estudio a los rizobios no nodulantes presentes en el suelo. Se ha 
descripto que los suelos suelen contener poblaciones de rizobios que pierden la capacidad para 
nodular (Kiers et al. 2013).  
Las seis cepas con características más eficientes, en relación a la cepa de referencia B. 
japonicum E109, evidenciado por mayor PSA en relación al PSN, provinieron en general, de la 
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mayor dilución (dilución 5º ó 6º), dos de LC (953 y 862), tres de SD (163, 456, 458) y una cepa 
SD de la menor dilución (1º) (5113). Si bien esto indica que estas cepas mejoraron la capacidad 
para fijar N2, son competitivas e infectivas aún en bajo número, ya que interaccionan e infectan a 
la raíz cuando debido al efecto de la dilución disminuye el número de potenciales competidores 
(Alberton et al. 2006). 
Por otro lado, algunos rizobios formaron una mayor masa nodular por planta que no se 
relacionó con un mayor PSA, si bien la inducción de estos procesos podría ser más lento, es 
posible que la nodulación y la FBN tardía no permitieron detectar diferencias en la biomasa 
aérea en el corto periodo del ensayo (Kiers et al. 2013). Esto explicaría que no se observaran 
diferencias en la biomasa aunque el PSN es similar o superior a la cepa control. 
Alternativamente otra posible explicación a considerar es que el costo energético para la 
leguminosa sea superior a los beneficios que le otorga la fijación de N2. ¿Es posible que en un 
período mayor de cultivo, las plantas inoculadas pudieran desarrollarse mejor y aumentar las 
diferencias en el contenido de N total, para finalmente expresar el mejor estado nutricional en 
mayor rendimiento en granos? ¿La velocidad de la nodulación y una mayor biomasa de nódulos 
es una característica deseable o la eficiencia de fijación una característica más relevante? (Kiers 
et al. 2013). En cualquier caso vale la pena mencionar que la infectividad está en función no solo 
del potencial de la cepa, sino del potencial del cultivar de soja y de la interacción de los dos 
genomas (Somasegaran & Hoben 1985). Por otro lado, no se puede descartar que algunas de las 
cepas que establecen simbiosis poco eficientes o relaciones de tipo parasitarias, cuando 
interactúan con las plantas producen aún más nódulos pero una menor biomasa aérea (Denison & 
Kiers 2004). 
En síntesis, los resultados sugieren que, los rizobios adaptados a los suelos cultivados con 
labranza convencional y maíz como cultivo antecesor en el último período, presentan una 
capacidad para fijar N2 similar a los aislados de suelos manejados con siembra directa y cultivo 
antecesor soja. Un mayor porcentaje de aislados LC tienden a producir valores de PSA inferiores 
al de la cepa de referencia E109. Lo que está de acuerdo con el hecho de que en estos suelos 
están expuestos a estreses mayores para sobrevivir. Y entre las características que se asocian a la 
supervivencia está la capacidad de nodular (dado que el nódulo es un ambiente “protector”), pero 
no así la eficiencia de fijación que no hace a la supervivencia de la bacteria en sí (Denison & 
Kiers 2011). En tanto una proporción mayor de los aislados SD tienden a producir PSA igual o 
superior a la cepa E109. Es decir que los cambios de ambientes provocados por los sistemas de 
labranza podrían ser responsables de la variabilidad encontrada en la FBN. Aún así, estos suelos 
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albergan una considerable diversidad de rizobios que podrían ser la fuente de nuevos 
aislamientos para la formulación de inoculantes (Melchiorre et al. 2011).  
La amplia diversidad de rizobios naturalizados es un recurso importante que asegura una 
fuente sostenible de bacterias que puedan emplearse como inoculantes, en reemplazo de las 
cepas actualmente comerciales. Por ello es clave continuar aislando y caracterizando rizobios, 
para identificar nuevas cepas para mejorar la FBN, adaptados a las diversas regiones geográficas 
de donde provienen (Lindström et al. 2010; Melchiorre et al. 2011). 
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a identificación de las especies microbianas y el estudio de la interacción entre la planta, 
el medio y los microorganismos, se realiza utilizando diversas metodologías 
biotecnológicas. Entre éstas se destacan las herramientas que aportan la Biología Molecular, la 
Inmunología, la tecnología de las Fermentaciones, la Química biológica, entre otras. Las técnicas 
moleculares han provisto a la Microbiología de herramientas para conocer las modificaciones 
genéticas de los microorganismos, luego de que estos fueren introducidos en los ecosistemas por 
medio de la inoculación. Es así que en la actualidad, los estudios sobre ecología microbiana se 
han intensificado puesto que con técnicas moleculares es posible evaluar con precisión la 
dinámica de los microorganismos, la diversificación y evolución en ambientes tan complejos 
como el suelo. 
Con el fin de realizar estudios sobre la diversidad de organismos que componen las 
comunidades microbianas, inferir sobre relaciones filogenéticas e identificar a los 
microorganismos, se han desarrollado diversos marcadores moleculares. Éstos permiten realizar 
una caracterización más integral y precisa que el uso exclusivo de metodologías bioquímicas 
(Lindström et al. 2010). Entre los métodos biotecnológicos la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) se ha convertido en una herramienta eficaz y 
sencilla que amplifica, en más de un millón de veces, un fragmento del genoma mediante 
oligonucleótidos sintéticos, llamados cebadores universales o primers, que actúan como 
iniciadores de la amplificación de ADN. Los cebadores constan de una secuencia de 15-20 
nucleótidos complementarios a las zonas flanqueantes de la región que se busca amplificar. La 
reacción es catalizada por la enzima Taq polimerasa, que es estable a altas temperaturas (95 ºC). 
La reacción de PCR consiste en repeticiones de 25 a 40 ciclos, cada uno de los cuales incluye 
tres etapas: 
1- Desnaturalización: las hebras de ADN se separan, exponiéndolas a una temperatura de 
90-95 ºC durante un tiempo corto, esto provoca la ruptura de los puentes de hidrógeno que 
une las dos cadenas.  
2- Hibridación (annealing): el material genético desnaturalizado se incuba a una 
temperatura entre 40 ºC y 60 ºC, en estas condiciones los primers se unen a las secuencias 
homólogas que encuentran en el ADN. 
3- Extensión: la Taq polimerasa trabaja a 72 ºC, incorpora nucleótidos en el extremo 3´ del 
cebador utilizando como molde la cadena de ADN.  
La reacción en cadena de la polimerasa es probablemente la metodología que más se ha 
difundido como herramienta para estudiar la diversidad genética de las poblaciones bacterianas, 
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se suele emplear con diferentes tipos de cebadores, y/o combinada con otras herramientas 
moleculares: 
 RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), Amplificación aleatoria de ADN 
polimórfico. 
Consiste en amplificar ADN con cebadores de 10 nucleótidos de secuencias aleatorias. Este 
método amplifica al azar y sin tener un conocimiento previo del genoma, múltiple bandas de 
ADN de diferentes regiones del ADN bacteriano y por lo tanto produce diferentes patrones de 
bandas para cada individuo o conjunto de aislados. Los RAPDs pueden ser empleados en el 
estudio de biodiversidad, ya que con ellos se logra mostrar las diferencias intraespecíficas o entre 
individuos (Abaidoo et al. 2000). 
 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), Análisis de fragmentos de 
restricción con longitud polimórfica. 
Permite identificar polimorfismos en individuos que conforman una población de la misma 
especie. Esta técnica consiste en digerir el ADN genómico de un organismo con enzimas de 
restricción. Cuando los cambios que ocurren en la secuencia afectan los sitios de reconocimiento 
de las enzimas, se genera la alteración de patrón de bandas del ADN digerido. Los fragmentos 
obtenidos se separan por electroforesis en un gel de agarosa (Li et al. 2011). 
 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
Resulta de la combinación de la PCR con los RFLP con el fin de detectar polimorfismos 
debidos a modificaciones en secuencias del ADN que comprenden los sitios de corte de las 
enzimas de restricción. Se realiza, en un primer paso, la restricción del ADN genómico y luego 
la amplificación de algunos de los fragmentos producidos. 
 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).  
Se fundamenta en el comportamiento diferencial del ADN, en función de la secuencia de 
nucleótidos del mismo, en un gel de poliacrilamida en presencia de cantidades crecientes de 
agentes desnaturalizantes como úrea y formamida. Se suele llevar a cabo con fragmentos de PCR 
del 16S rADN. Esta técnica permite detectar las variaciones en la secuencia de un fragmento de 
ADN de hasta un nucleótido. Se emplea para el estudio de la dinámica de poblaciones 
microbianas, en la detección de mutaciones específicas en estudios de enfermedades y en la 
separación de alelos por secuenciación directa (Miller et al. 1999). 
 ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) 
Combina la técnica PCR con el uso de enzimas de restricción (Laguerre et al. 1994). Se 
suelen utilizar los genes 16S y 23S rADN o partes de ambos, con o sin la región espaciadora. Los 
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fragmentos se amplifican con oligonucleótidos cuya secuencia está localizada en la región 
conservada de dichos genes. En una fase posterior el producto de la PCR es cortado con enzimas 
de restricción generándose patrones de bandas específicos.  
 Rep-PCR (Fingerprint) (De Bruijn 1992). 
La huella digital genómica o perfil de ADN, conocido como fingerprint REP, se genera 
empleando cebadores complementarios a fragmentos de regiones repetitivas que aparecen 
intercaladas a lo largo del genoma bacteriano, en ambas orientaciones. Dichas regiones se 
caracterizan por ser relativamente cortas (generalmente <500 pb), no codificantes. Los tres 
cebadores que habitualmente se emplean son: REP (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC 
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) y BOX (Enterobacterial Repetitive 
Sequences). Las secuencias consenso como REP, ERIC y BOX, son secuencias intergénicas 
repetitivas altamente conservadas en los genomas de bacterias Gram negativas (De Bruijn 1992; 
Judd et al. 1993; Versalovic et al. 1994). Estos primers, dependiendo del objetivo y nivel de 
información que se desea obtener, pueden ser utilizados de forma individual (Chen et al. 2000) o 
en conjunto (Hungria et al. 2006; Batista et al. 2007). En este último caso la técnica recibe el 
nombre de rep-PCR. El conjunto de amplicones de ADN generados, luego de realizada la 
electroforesis en gel de agarosa, genera un perfil de ADN. El método es simple y altamente 
reproducible (Menna & Hungria 2011) (Fig.III-1).  
Los métodos descriptos se han utilizado para estudiar la diversidad en los ecosistemas y han 
sido también una herramienta útil para caracterizar las poblaciones alóctonas de bacterias que 
inducen la formación de nódulos fijadores de N2 en las leguminosas. Las secuencias rep-PCR 
también han sido empleadas para la diferenciación intraespecífica de B. japonicum (Laguerre et 
al. 1994; Loureiro et al. 2007; Batista et al. 2007; Menna et al. 2009; Angelini et al. 2011). Más 
aún, la amplificación por PCR de las secuencias repetidas tipo BOX, tienen una alta capacidad 
discriminatoria. Por lo tanto, esta metodología ha demostrado ser una herramienta útil para 
identificar y confirmar la identidad de rizobios aislados así como la de cepas de inoculantes 
(Ferreira&Hungria 2002; Kaschuk et al. 2006b; Giongo et al. 2008; Grossman et al. 2011; 
Lopez&Balatti 2012). Además, este tipo de método, utilizado en forma conjunta con el análisis 
de secuencias que codifican al 16S rADN, o de genes como nodC, nifH glnA, glnII, recA, dnaK, 
permite identificar y establecer las relaciones filogenéticas de las cepas (Lloret&Martínez-
Romero 2005; Fedorov et al. 2008; Ribeiro et al. 2009). 
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Figura III- 1: Esquema de generación de patrones de huellas digital genómica (fingerprint) de un 
organismo específico por rep-PCR.  
Se representa la distribución hipotética de las secuencias REP en una región de los genomas de dos 
microorganismos A y B. Utilizando iniciadores que reconocen las secuencias REP, se amplifican las 
regiones espaciadoras extragénicas. Los fragmentos de DNA generados, se separan en un gel de agarosa y 
se comparan los patrones de bandas entre los aislados.  
Adaptado de http://www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S1315-25562009000100003&script=sci_arttext 
 
Los rizobios son organismos plásticos que se adaptan a ambientes muy diversos, este proceso 
adaptativo conduce a la aparición de linajes que toleran mejor las características específicas de 
cada suelo (Batista et al. 2007; Koppell&Parker 2012). Se ha encontrado que en regiones en las 
que B. japonicum y B. elkanii comparten ambientes, en general, Bradyrhizobium cambia su 
estructura de población por sobre los linajes que suelen ocupar lugares o sitios distintos y 
distantes. Esto quiere decir que las características ambientales de los suelos pueden generar 
linajes o grupos de Bradyrhizobium u otros rizobios con características propias (Tian et al. 
2012), tal cual se describió que ocurrió en los suelos de la China (Zhang et al. 2011; Li et al. 
2011;Tian et al. 2012). Las poblaciones de rizobios de los suelos de diversas regiones 
representan un importante recurso de la biodiversidad, la colección de materiales a partir de estas 
fuentes ha dado lugar a la presencia de colecciones de distintos países, muchas de ellas de 
importancia local y regional. Es a partir de los estudios de diversidad que es posible evaluar la 
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capacidad de respuesta de las especies y poblaciones a los cambios ambientales, conocer la 
riqueza genética y distribución geográfica, y plantear estrategias de aprovechamiento de los 
recursos genéticos disponibles (Lindström et al. 2010).  
La plasticidad de los genomas de rizobios es mucho más grande de lo que se pensaba; eventos 
de recombinación genómica complejos, incluyen la transferencia horizontal de genes entre la 
cepa inoculante y cepas naturalizadas, la deleción e inserción de varios elementos de ADN, 
mutaciones y reordenamientos, todos los cuales en conjunto han llevado a la amplia variabilidad 
que existe entre los aislados de los rizobios (Batista et al. 2007; Gomes Barcellos et al. 2007). 
Presumiblemente, la variabilidad genética se explica entre otras cosas por la presencia en los 
genomas de los rizobios de secuencias de inserción, que son fragmentos discretos de ADN que 
se transponen en el genoma (Minamisawa et al. 1998). Estos elementos de transposición (Tn) 
suelen contribuir al reordenamiento de genes simbióticos sobre todo cuando se encuentran 
próximos en el genoma (Kaluza et al. 1985). Estas modificaciones constituyen estrategias 
bacterianas destinadas a obtener ventajas ecológicas porque se aumenta la capacidad de 
adaptación de las cepas al medio (Galli-Terasawa et al. 2003; Gomes Barcellos et al. 2007; Tang 
et al. 2012). Este proceso adaptativo es el que condujo a la formación de las poblaciones de 
rizobios naturalizados. La dimensión de la diversidad de la población de rizobios simbiontes de 
soja, se pone de manifiesto en que, sólo entre el 6 % y el 25 % de los aislados de nódulos 
corresponden al perfil genético de las cepas parentales (Batista et al. 2007; Bizarro et al. 2010; 
Tang et al. 2012). La variabilidad genética parece estar asociada principalmente con la 
adaptación, la capacidad para vivir saprotróficamente y la competitividad, mientras que no se 
encontró una relación directa con la capacidad para establecer simbiosis (efectividad simbiótica) 
(Batista et al. 2007).  
En diversos trabajos se ha demostrado que las interacciones entre la planta huésped y los 
rizobios, las prácticas agrícolas, las características edáficas y el clima impactan en la diversidad 
de las poblaciones de rizobios que se naturalizan en los suelos (Ramos et al. 2001; Kaschuk, et 
al. 2006a; Loureiro et al. 2007; Gomes Barcellos et al. 2007; Bizarro et al. 2010; Grossman et al. 
2011). En estudios realizados en suelos de Brasil se encontró que las poblaciones de los 
simbiontes de soja introducidos en los Cerrados (Mato Grosso) son diversas. En esta región 
geográfica el ambiente es estresante, ya que se caracteriza por un tipo edáfico de sabana tropical 
con suelos ácidos, toxicidad por aluminio, altas temperaturas, y condiciones de sequía (Santos et 
al. 1999; Galli-Terasawa et al. 2003; Gomes Barcellos et al. 2007; Loureiro et al. 2007). De 
manera que los rizobios inoculados en estos suelos deben adaptarse a las condiciones de estrés 
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del ambiente, lo que resulta en la ocurrencia de modificaciones a nivel morfológico, fisiológico, 
simbiótico y genético.  
Varias características del suelo influyen en la diversidad de los rizobios, como la textura, el 
contenido de materia orgánica (MO) y el pH. Hay evidencias de que un suelo con alto contenido 
de arcilla afecta la diversidad, fundamentalmente por causa de una pobre aireación (Loureiro et 
al. 2007). De todas maneras se ha observado que el pH, en el caso de los Bradyrhizobium, es el 
factor que afecta en mayor medida la diversidad, que aumenta cuando el pH varía en un rango de 
valores bajos a valores cercanos a la neutralidad (Giongo et al. 2008).  
Por otro lado, estudios desarrollados en Sudamérica mostraron una fuerte correlación entre la 
variabilidad genética de los rizobios y la gestión conservacionista del suelo, comparado con la 
labranza convencional (LC) (Hungria&Vargas 2000; Ferreira et al. 2000; Kaschuk et al. 2006a; 
Bizarro et al. 2010). Es decir que el manejo puede conducir al cambio de parámetros del suelo, 
que puede resultar en una mejora de su estructura, modificando la proporción del espacio poroso 
como ocurre con el agregado de materia orgánica en la labranza cero o conservacionista 
(Siembra Directa – SD).  
La SD genera cambios en el suelo que probablemente crean un ambiente favorable, para la 
supervivencia y diversificación de los rizobios. Eventualmente las condiciones del suelo bajo 
manejo conservacionista son más homogéneas que las que se encuentran bajo el sistema de LC, 
incluyendo menor oscilación en la temperatura del suelo, en el contenido de humedad y un 
aumento en la disponibilidad de C y N (Loureiro et al. 2007; Giongo et al. 2008; Bizarro et al. 
2010). Grossman y colaboradores (2011) compararon la diversidad de poblaciones de rizobios 
nodulantes de soja en suelos con manejo conservacionista orgánico y LC. Se encontró que los 
campos trabajados de manera convencional fueron dominados por rizobios genéticamente 
similares y relacionados al inoculante. En contraste, los suelos manejados con labranza 
conservacionista, menos perturbados, contuvieron poblaciones de rizobios más diversas. Esta 
diversidad resultó más distante de las características genéticas de la cepa ingresada por el 
inoculante comercial. Se atribuyó como causas de las diferentes poblaciones encontradas, al 
impacto de la aplicación de fertilizantes y el control de plagas utilizados en cada sistema de 
producción, así como al aumento de la recombinación genética, que fue influenciada por la 
diversidad de cultivos de leguminosas (trébol y soja incluidos en las rotaciones) en los suelos 
bajo labranza conservacionista (Grossman et al. 2011). Es decir que en los suelos bajo labranza 
conservacionista se encontró una mayor diversidad bacteriana la cual se naturalizó en un 
ambiente más homogéneo y equilibrado.  
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Sin embargo, en el caso de los microsimbiontes de crecimiento rápido que nodulan la soja, en 
un ambiente como es el sistema de gestión de labranza mínima (SD), formaron poblaciones en 
las que predominaron rizobios con características simbióticas superiores, que fijaron N2 
eficientemente (Hungria et al. 2001). En tanto que las oscilaciones diarias de temperatura y 
humedad del suelo, y la menor disponibilidad de materia orgánica en el sistema de LC, 
probablemente promovieron una mayor diversidad, debido a que los individuos deben sobrevivir 
en una gama más amplia de condiciones ambientales, pero resultaron con menor capacidad de 
fijación de N2. Además, el uso de las fuentes de C y N que hacen los rizobios de crecimiento 
rápido en suelos bajo LC y SD, condujo a un agrupamiento en función del suelo de origen. 
Mientras las cepas provenientes de LC fueron utilizando casi todas las fuentes de C y N 
ensayadas, las cepas de los suelos bajo SD utilizaron vías metabólicas especificas, 
probablemente debido a la mayor disponibilidad de C y fuentes de N (Hungria et al. 2001). Estos 
resultados confirman que la adaptación al medio ambiente y a las condiciones de cultivo, 
generan cambios en los bradyrizobios que contribuyen a la diversidad. Este efecto es aun más 
notable en condiciones ambientales estresantes, como son las de los suelos de los Cerrados en 
Brasil, en donde probablemente las altas temperaturas fueron los estímulos disparadores de los 
eventos de recombinación a nivel del genoma (Batista et al. 2007), en contraposición con la 
menor diversidad observada en USA y Francia bajo condiciones menos severas 
(Hungria&Vargas 2000; Judd et al. 1993; Grossman et al. 2011).  
Estudios realizados sobre las poblaciones de rizobios de suelos de América del Norte, 
demostraron que la recombinación ha sido el mecanismo genético que ha generado diversidad 
(Streeter 1994; van Berkum & Fuhrmann 2009). Esto además es acompañado por la influencia 
de las leguminosas nativas que se asocian a los rizobios, que favorece la diversificación de los 
linajes de bacterias, con independencia de la práctica de la inoculación recurrente (Tang et al. 
2012). En base a lo dicho, es claro que los rizobios simbiontes de las leguminosas nativas 
también actúan como fuente de diversidad en el suelo, ya que con frecuencia por medio de 
mecanismos de transferencia horizontal, incrementan la diversidad de las estirpes inoculadas y 
por lo tanto generan rizobios competidores de los inoculantes comerciales. Anteriormente, otros 
autores determinaron que la historia de cultivo del lote, la presencia de leguminosas y en especial 
de la planta huésped, afectan a la población de rizobios y su diversidad, sobre todo debido al 
efecto rizosférico (Ferreira et al. 2000). Por otro lado, no sólo en el suelo ocurren modificaciones 
genéticas. Hay estudios realizados con cepas de inoculantes, en cultivo puro y ambiente 
controlado, que demuestran que la diversidad fisiológica y genética de una cepa de bradyrizobio 
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se modificó aún sin entrar en contacto con otros individuos. Es decir ocurriría una recombinación 
genética intrapoblacional, probablemente como resultado de reordenamiento genómico que da 
lugar a individuos distintos (Torres et al. 2012).  
Torres y colaboradores (2012) encontraron cepas derivadas de los inoculantes comerciales 
que nodularon todas las plantas satisfactoriamente, muchas de las cuales mostraron una mejor 
capacidad simbiótica que sus progenitores. La creciente diversidad de Bradyrhizobium es una 
clara indicación de que la simbiosis de soja forma parte del proceso evolutivo a nivel genético, si 
bien es un carácter estable. Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de una evaluación 
continua de cultivos bacterianos con el fin de identificar las simbiosis más efectivas. Más 
importante aún, sugieren que es posible mejorar los inoculantes comerciales mejorando la 
capacidad simbiótica de los rizobios mediante el screening de cepas dentro de la propia 
población para encontrar individuos con una mayor capacidad fijación de N2 (Torres et al. 2012).  
En este trabajo se analizó la diversidad genotípica mediante el método de huella digital de 
ADN con los cebadores BOX A1R, técnica que ha sido utilizada exitosamente por diversos 
autores para analizar la diversidad de poblaciones (Loureiro et al. 2007; Batista et al. 2007; 
Gomes Barcellos et al. 2007; Menna et al. 2009; Bizarro et al. 2010; Melchiorre et al. 2011).  
Además, se estimó la diversidad aplicando índices que han sido propuestos en numerosos 
estudios sobre diversidad de rizobios (Alberton et al. 2006; Kaschuk et al. 2006b; Loureiro et al. 
2007; Giongo et al. 2008; Nievas et al. 2012). Se determinó el Índice de Margalef (Margalef 
1958) que permite medir la riqueza, que es la forma más sencilla de evaluar la biodiversidad, ya 
que se basa únicamente en el número de especies presentes, que en este trabajo se aplicó a 
perfiles BOX. El Índice de equitabilidad o uniformidad de Pielou (Pielou 1969), se aplicó para 
analizar la abundancia de los perfiles BOX en una muestra, es decir la frecuencia de individuos 
en la población microbiana del suelo. Existen índices que combinan tanto la riqueza como la 
equitabilidad en un solo valor, se denominan índices de diversidad, como el Índice de Shannon-
Weaver (Shannon & Weaver 1949), que se emplea para cuantificar la diversidad dentro de una 
población. Se representa normalmente como H’ y se expresa con un número positivo, que en la 
mayoría de los ecosistemas naturales varía entre 0,5 y 5, valores inferiores a 2 se consideran 
bajos y superiores a 3 son altos. La ventaja de este tipo de índice es que no es necesario 
identificar las especies presentes; basta distinguir unas de otras para realizar el recuento de 
individuos de cada una de ellas y el recuento total. 
Los métodos moleculares y el conocimiento de los genomas de los organismos han provisto 
de las herramientas que nos permiten hacer análisis más complejos de la diversidad de los 
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organismos. En este trabajo se realizó la caracterización genética de los aislados por medio de 
una reacción Multiplex, con secuencias repetitivas RSα y el gen nifD.  
Parker y colaboradores (2002) encontraron diferencias en el gen estructural nifD, que codifica 
para la subunidad α de la enzima nitrogenasa, en 38 cepas de Bradyrhizobium. Las diferencias 
fueron correlacionadas con el lugar de origen de las cepas, Norte América, Australia, América 
Central o Asia. Estos resultados sugieren que es frecuente en el suelo la ocurrencia de procesos 
de transferencia horizontal de genes de fijación de nitrógeno como el gen nifD, como 
consecuencia, en general ocurre un aumento en su homogeneidad en cada una de las diferentes 
regiones geográficas. El gen nifD se relaciona con la habilidad para fijar N2 (Fedorov et al. 
2008).  
En este trabajo se secuenció el fragmento ITS (Intergenic Transcript Sequence) de un grupo 
de aislados representativos, cuya identidad fue confirmada. La importancia de analizar las 
secuencias ITS radica en el hecho de que si bien contienen partes conservadas, suelen acumular 
mutaciones, a diferencia del 16S rADN, y por lo tanto reflejan las relaciones filogenéticas (van 
Berkum & Fuhrmann 2000).  
El objetivo de este capítulo fue analizar la diversidad genética de la colección de aislados 
nodulantes de la soja provenientes de las muestras de suelo SD y LC, y relacionar el nivel de 
diversificación con el laboreo y dilución de suelo empleados.  
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1. Caracterización molecular 
Se realizó la caracterización molecular de los 186 aislados simbiontes de soja caracterizados 
fisiológicamente en el Cap. II. 
Todas las reacciones de caracterización molecular se realizaron amplificando fragmentos de 
ADN por medio de la reacción de cadena de la polimerasa (PCR - Polimerase Chain Reaction).  
Se incluyeron como controles positivos a las cepas E109, SEMIA5079 de B. japonicum, 
SEMIA5080 de B. diazoefficiens y las cepas SEMIA587 y SEMIA5019 de B. elkanii. 
 
2. Técnicas de biología molecular. 
2.1. Extracción de ADN. 
La extracción de ADN genómico se realizó según la metodología descripta por Kaschuk y 
colaboradores (2006a). Las bacterias se cultivaron en 15 mL de YEM modificado (manitol 5 g.L
-
1
), durante 7 días, a 28 ºC y luego se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min. Se descartó el 
sobrenadante y el pellet se transfirió a un tubo Eppendorf de 1,5 mL, se lavó tres veces con 
solución salina (NaCl al 0,85 %) y una vez en PBS (NaCl 150 mM; NaH2PO4 H2O 2,6 mM; 
Na2HPO4. 12 H2O 7,6 mM). Luego se resuspendió en TE 50:20 (Tris-HCl 50 mM pH 8,0; 
EDTA Na2 20 mM, pH 8,0) para ajustar a una concentración de 10
9
 células.mL
-1
, y 1,4 mL de la 
suspensión fue transferida a otro tubo Eppendorf. Se centrifugó a 12.000 rpm durante 10 min. El 
sobrenadante se descartó y el sedimento se resuspendió en 400 L de TE 50:20. Luego se 
adicionaron 50 L de SDS (dodecil sulfato sódico) al 10 % en agua (P/V), 5 L de proteinasa K 
(20 mg. mL
-1
), 10 L de lisozima (5 mg. mL-1), 2 L de RNAsa (10 mg. mL-1, disuelta en Tris-
HCl 10 mmol.L
-1
 pH 7,5; NaCl 15 mmol.L
-1
) a continuación la mezcla se incubó a 37 ºC durante 
1 hora. Las muestras se pasaron tres veces a través de jeringas luego de lo cual se adicionó NaCl 
y NaAcO (acetato de sodio) a concentraciones finales de 250 y 300 mmol.L
-1
, respectivamente. 
Posteriormente se homogeneizó cada una y se dejó durante 1 hora a 4 ºC, luego de lo cual se 
centrifugó a 12.000 rpm durante 15 min. A cada sobrenadante (300 L) se le adicionó 600 L de 
etanol frío al 95 % y se incubó a -20 ºC. Luego, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm 
durante 15 min., se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó con 400 L de etanol frío al 70 
%, que después de centrifugar se descartó. Los precipitados se dejaron secar a temperatura 
ambiente durante aproximadamente 3 horas. Por último, cada precipitado se resuspendió en 50 
L de TE pH 8.  
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Todas las soluciones usadas para la extracción de ADN se esterilizaron previamente en 
autoclave a 121 ºC x 15 min. La pureza y la cantidad del ADN se determinaron haciendo una 
corrida electroforética del ADN total en un gel de agarosa (ver apartado 2.3. Electroforesis en 
geles de agarosa). 
 
2.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
Los aislados fueron caracterizados en la reacción Multiplex y BOX A1R, que se describen en 
el siguiente punto. A partir de las relaciones establecidas en base a estos marcadores, se 
seleccionaron aislados sobre los cuales se profundizó la caracterización con las reacciones: RSα, 
nifD, ITS. 
Todas las amplificaciones de fragmentos de ADN fueron realizadas empleando un 
termociclador MiniCycler Hot Bonnet PTC-150 (MJ. Research. Watertown, MA, USA).  
El análisis de la reacción se realizó luego de observar el resultado de la electroforesis (ver 
apartado 2.3. Electroforesis en geles de agarosa).  
 
2.2.1 Reacción de PCR Multiplex  
La reacción Multiplex consiste en una reacción de amplificación que se realiza con los 
primers SAR y SAL, homólogos a los extremos 3´ y 5´ de la región RS que sólo se encuentra 
en B. japonicum y B. elkanii (Hartmann et al. 1996), el otro par está formado por los primers nol 
2041 y nol 3259, que son homólogos a la secuencia del locus nolXWBTUV, específicos de S. 
fredii (Heron et al. 1989; Meinhardt 1993) (Tabla I). Combinando estos dos pares de primers es 
posible identificar en una sola reacción si el aislado pertenece a los bradyrizobios o a los rizobios 
de crecimiento rápido (Pastorino et al. 2003).  
La reacción se realizó en un volumen final de 15 L conteniendo: 1,5 mM MgCl2; 0,375 µM 
de cada cebador nol 2041 y nolB3259; 0,125 µM de los cebadores SAR y SAL; 200 µM de 
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 U de T- Plus ADN polimerasa (Taq) (Highway 
Molecular Biology) en buffer de reacción 1X (tampón 10X Highway), 10-20 ng de ADN molde, 
y agua hasta alcanzar el volumen final.  
El programa para realizar la amplificación consistió en 30 ciclos de desnaturalización, 
hibridación y extensión de las hebras de ADN. Los tiempos y temperaturas utilizados se detallan 
en la Tabla II. Al finalizar cada reacción de PCR, los productos de las mismas fueron separados 
por electroforesis en geles de agarosa (ver apartado 2.3. Electroforesis en geles de agarosa y 
Revelado de los geles).  
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2.2.2 Reacción de PCR BOX A1R  
El fingerprint del genoma de los aislados se generó con el cebador BOX A1R (Versalovic et 
al. 1994), que amplifica regiones intergénicas a partir de las regiones repetitivas del genoma 
(Tabla 11). 
La reacción se realizó en un volumen final de 15 L, conteniendo 3 mM MgCl2; 3 µM del 
cebador BOX A1R; 200 µM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 U de T- Plus ADN 
polimerasa (Taq) (Highway Molecular Biology) en buffer de reacción 1X (tampón 10X 
Highway), ADN total de 50-100 ng como ADN molde y agua hasta alcanzar el volumen final. 
El ciclado se realizó respetando el esquema básico de una desnaturalización inicial; 35 ciclos 
de desnaturalización, hibridación y extensión y por último una extensión final. Los tiempos y 
temperaturas utilizados se detallan en la Tabla 12.  
Al finalizar cada reacción de PCR, los productos de las mismas fueron separados por 
electroforesis en geles de agarosa (ver apartado 2.3. Electroforesis en geles de agarosa y 
Revelado de los geles). La cepa E109 de B. japonicum, fue incluida en cada reacción como 
control interno. 
La huella digital de ADN (fingerprint) generada para cada aislado sobre la base de las 
regiones BOX permitió evaluar la variabilidad genómica de los aislados. Cada gel de agarosa fue 
foto-documentado en el analizador de imágenes Syngene. Luego se inició el análisis de las fotos, 
que consistió en considerar la presencia o ausencia de cada banda observada, de manera que se 
construyeron patrones de bandas que fueron evaluados con el software GeneSnap y su aplicación 
GeneTools (SynGene, Cambridge, UK). Como resultado del agrupamiento mediante la técnica de 
ligamiento promedio no ponderado (UPGMA) se obtuvo un dendrograma. Se ajustaron los 
parámetros denominados tolerancia y posición, que hacen referencia a los límites del software 
para interpretar que dos bandas son diferentes. Se seleccionaron los porcentajes entre 1 y 5 % 
como valor de tolerancia (Batista et al. 2007; Loureiro et al. 2007).  
 
2.2.3 Reacción PCR RSα 
La amplificación del fragmento RSα se realizó para los aislados seleccionados (ver apartado 
4-Selección de aislados) mediante dos reacciones en tándem. En primer lugar se amplificó una 
secuencia de 900 pb de la región RSα, con la mezcla de reacción y el programa descriptos para la 
reacción Multiplex, empleando en este caso sólo los cebadores SAR y SAL. 
La segunda reacción se realizó en un volumen final de 15 µL, que contenía 1,5 mM MgCl2; 
0,4 µM de cada cebador 17 y 18; 200 µM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 U de T- 
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Plus ADN polimerasa (Taq) (Highway Molecular Biology) en buffer de reacción 1X (tampón 
10X Highway), 2,5 µL del producto de la primera reacción (Multiplex) como ADN molde y 
agua hasta alcanzar el volumen final. (Tabla I) (Lopez & Balatti 2012).  
El programa empleado para amplificar la región RSα se detalla en la Tabla II. Los productos 
de PCR se resolvieron por electroforesis horizontal en geles de de agarosa (1,5 %) (ver apartado 
2.3. Electroforesis en geles de agarosa). 
 
2.2.4 Amplificación y Digestión del fragmento nifD 
Se amplificó para los aislados seleccionados (ver apartado 4-Selección de aislados), un 
fragmento del gen nifD (1170 pb) con los cebadores NifD-1f y NifD-1r. La secuencia nifD se 
ubica en el genoma de B. diazoefficiens USDA110 en las posiciones 1907825 – 1909327 pb 
(Fedorov et al. 2008) (Tabla 11).  
La reacción se realizó en un volumen final de 15 L conteniendo 1,5 mM MgCl2; 0,26 µM de 
cebadores NifD-1f y NifD-1r; 200 µM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 U de T- Plus 
ADN polimerasa (Taq) (Highway Molecular Biology) en buffer de reacción 1X (tampón 10X 
Highway), 10-20 ng de ADN molde, y agua hasta alcanzar el volumen final. Las condiciones de 
la reacción se detallan en la Tabla 12.  
Se realizó la siembra de 3µL del producto de la reacción en agarosa 1 %. Una vez confirmada 
la amplificación se procedió a precipitar el ADN mediante el agregado de 1 volumen de alcohol 
isopropílico y 10 % de acetato de sodio 3M. Se dejó over night a -20 ºC. Luego se lavó con 
etanol al 70 % y se secó a temperatura ambiente. Se resuspendió el precipitado en 10 µL de agua 
miliQ. 
La digestión del fragmento nifD se realizó empleando la enzima EcoRV (ECO 32I) 1U/µg 
ADN a digerir, buffer 1X 1,5 µL, ADN (producto de la amplificación) 5 µL, agua miliQ hasta 
volumen final de 15 µL. Se incubó a 37 ºC, over night. La digestión se resolvió en un gel de 
agarosa 2,5 %.  
 
2.2.5 Amplificación y secuenciación de ITS 
Con el fin de confirmar la identidad de las cepas seleccionadas (ver apartado 4-Selección de 
aislados) se procedió a realizar la amplificación de la secuencia intergénica 16S-23S rADN (ITS) 
(Laguerre et al. 1996).  
La reacción de PCR se realizó en un volumen final de 30 L, conteniendo: 1,5 mM MgCl2; 
0,5 µM de cebadores R16-1 y R23-3R -r; 200 µM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 U 
Caracterización molecular y Análisis de diversidad de los rizobios 
aislados 
CAPITULO III 
MATERIALES Y MÉTODOS  
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral 128 
 
de T- Plus ADN polimerasa (Taq) (Highway Molecular Biology) en buffer de reacción 1X 
(tampón 10X Highway), 20-30 ng de ADN molde y agua hasta alcanzar el volumen final. 
Sólo 3µL de los productos de cada reacción se sembraron en agarosa 1 %. Una vez 
confirmada la amplificación de un fragmento de 1300 pb, se procedió a precipitar el ADN 
mediante el agregado de 1 volumen de alcohol isopropílico y 10 % de acetato de sodio 3M. Se 
dejó over night a -20 ºC. Luego se lavó con etanol al 70 %, se secó a temperatura ambiente. Los 
fragmentos de ADN conteniendo las secuencias ITS fueron secuenciadas en Macrogen Inc, 
mediante el método de Sanger (Sanger et al. 1977). Los resultados se analizaron utilizando como 
herramienta el algoritmo BLAST

 (Basic Local alignment Search Tool). Se publicaron las 
secuencias completas en la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
disponible en la página web del NCBI (hppt://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). 
 
2.3 Electroforesis en geles de agarosa 
El producto de cada reacción de PCR se resolvió por electroforesis horizontal en geles de 
agarosa en soportes de 20 cm x 24 cm.  
La concentración de agarosa se ajustó considerando el tamaño de los productos que se 
buscaban resolver: gel de agarosa 0,7 % (p/v) en buffer TBE (Tris 89 mM; ácido bórico 89 mM; 
EDTA 2 mM pH: 8,0) para observar ADN total; agarosa 1 % (p/v) en buffer TBE, para la 
reacción Multiplex; agarosa 1,5 % (p/v) en buffer TBE, para la reacción BOX y RSα.  
En todos los casos se adicionó a la solución de agarosa 0,5 µg. mL
-1
 de bromuro de etidio, 
para observar los fragmentos de ADN con un transiluminador con luz ultravioleta (longitud de 
onda = 260 nm) en un procesador de imágenes SynGene (Cambridge, UK) con el que se 
fotodocumentaron los geles. Las muestras previo a la siembra en el gel, se mezclaron con una 
solución 6X (sacarosa 40 % (p/v) y azul de bromofenol 0,25 % (p/v) en TBE) para su carga en el 
gel. 
Las corridas se realizaron a voltaje constante, entre 80 y 100 volts, durante 1 a 6 horas, 
utilizando como solución tampón TBE 1X. 
Las imágenes fueron capturadas con el software GeneSnap y evaluadas mediante el 
analizador de imágenes GeneTools (SynGene, Cambridge, UK). A fin de estimar el tamaño y/o 
masa molecular de los fragmentos observados se utilizó un marcador de peso molecular DNA 
ladder (100-1000 pb) (INBIO-Highway, Tandil, Argentina). 
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Tabla 11: Cebadores empleados en cada reacción de PCR.  
Cebador Secuencia (5´- 3´) Gen de referencia
Fragmento 
amplificado
Referencia
nol 2041 TGGGCAAGCGACGCTGCCGG
nolB 3259 CGCTCTTGCAACTGGGTATA
SAR 1 GGCTCGGCTCTGTCGTTGTATGC
SAL 1 AGCGGGCGCGGATAGTTCTGTTG
BOX 1 AR CTACGGCAAGGCGACGCTGACG Regiones repetitivas Múltiples fragmentos De Brujin 1992
RS-17 ACGCATACAACGACAGAGCC 
B. japonicum:  900 
pb+780 pb  
RS-18 TCAAATCGCGCTGCAACGTC B. elkanii:  900 pb: 
NifD-1f GIGGITGCGCYTAYGCMGG
NifD-1r CCCAIGARTGCATYTGICGGAA
R16-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA
R23-3R -r GGTACTTAGATGTTTCAGTTC
RSa
Minamisawa et al. 
1998
nifD 1169 pb Fedorov et al. 2008
ITS 16S-23S 1289 pb
Soon-Wo Kwon, 
2005
nol  XWBTUV 728 pb Pastorino et al. 2003
RSa 900 pb Hartmann et al. 1996
 
Tabla 12: Programa de las reacciones de PCR.  
 
3 Diversidad genética 
En base a la amplificación de las regiones repetitivas del ADN de los aislados con el primer 
BOX A1R, se generó un fenograma mediante el algoritmo UPGMA (método par-grupo no 
ponderado, con media aritmética) y el coeficiente Dice con una tolerancia del 2 %.  
Para comparar la diversidad en la población de rizobios de los suelos se empleó el índice 
Shannon (Shannon & Weaver 1949) en función del número de aislamientos pertenecientes a 
cada grupo de perfiles en BOX A1R. 
Reacción Multiplex Rsa                  
  (Segunda reacción) 
Número de ciclos 30 ciclos 35 ciclos 25 ciclos 30 ciclos 30 ciclos
Desnaturalización 
inicial
95ºC -3 min 94ºC -7 min 95ºC -4 min 94ºC -3 min 95ºC -3 min
Desnaturalización 95ºC -45seg 94ºC -1 min 94ºC -1 min 94ºC -5 seg 94ºC -1 min 
Hibridación 53ºC -1 min 55ºC -1 min 52ºC -20 seg 63ºC -1min
Extensión 65ºC -8 min 72ºC -1 min 72ºC -1min 30 seg 72ºC -1 min 30seg
Extensión final 72ºC - 4 min 65ºC -16min 72ºC -5 min 72ºC -5 min 72ºC -5 min
nifD ITS
65ºC - 1 min
BOX
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Índice Shannon: H’ = [(n1/n) ln (n1/n)] 
Donde: n1 es el número de aislados en cada grupo y n es el número de aislados en todos los 
grupos. 
Para evaluar la riqueza, se utilizó el índice de Margalef (Margalef 1958) que estima la 
biodiversidad de una comunidad en base a la distribución numérica de los individuos de las 
diferentes especies en función del número de individuos existentes en la muestra analizada. El 
mínimo valor que puede adoptar es cero, y ocurre cuando solo existe una especie en la muestra. 
R1 = (S – 1) / ln (n) 
Donde S es el número de grupos y n es el número de aislados en todos los grupos 
(individuos). 
Como una medida de uniformidad o equitabilidad se utilizó el índice de Pielou (Pielou 
1969). Si todas las especies en una muestra presentaran la misma abundancia, el índice usado 
para medir la equitabilidad debería ser máximo y, por lo tanto, debería decrecer tendiendo a cero 
a medida que las abundancias relativas se hagan menos equitativas. 
Matemáticamente se define como una medida de la biodiversidad que cuantifica la igualdad de la 
comunidad e indica si existen poblaciones dominantes.  
E1 = H´ / ln (S)  
Donde H´ es el índice de Shannon y S es el número de grupos.  
 
4 Selección de aislados para profundizar los estudios  
De la colección de 186 aislados de rizobios nodulantes de la soja que amplificaron con el 
primer BOX A1R, 90 obtenidos de muestras de suelos manejados con siembra directa (SD) y 96 
con Labranza convencional (LC), se seleccionaron 52 cepas para profundizar la caracterización 
molecular y análisis de la diversidad. Se obtuvieron representantes de los principales clados del 
dendrograma resultante de la amplificación de las secuencias BOX, a un nivel de similitud del 40 
%.  
Las 52 cepas seleccionadas se caracterizaron molecularmente en base a las secuencias: RSα, 
nifD, ITS (descriptas en el ítem Reacción en cadena de la polimerasa (PCR), apartados 2.2.3 al 
2.2.5). 
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Reacción de PCR Multiplex  
La PCR Multiplex amplifica regiones específicas del genoma que identifican a los rizobios de 
crecimiento lento (Bradyrhizobium) o rápido (Ensifer (Sinorhizobium)). Mientras que en los 
primeros se amplifica un fragmento de 900 pb, en los segundos genera un fragmento de 730 pb 
(Fig.III- 2). 
El ADN molde de las 186 aislados amplificaron la banda de 900 pb característica del género 
Bradyrhizobium. Es decir que dentro del grupo de rizobios aislados no se encontraron cepas de 
crecimiento rápido. Además, las cepas que no amplificaron en la reacción Multiplex tampoco 
nodularon las plantas de soja cuando fueron reinoculadas, probablemente se trató de endófitos no 
nodulantes (Li et al. 2008), por lo que fueron descartadas para los estudios posteriores. 
 
Figura III- 2: PCR Multiplex. 
Amplificación del fragmento RSα de 900pb característico de Bradyrhizobium en los simbiontes de soja 
aislados de los suelos. 
 
Reacción de PCR BOX A1R 
La reacción con el primer BOX A1R amplificó fragmentos de tamaños que variaron entre 190 
pb y 1200 pb. Se observó alto polimorfismo en las bandas generadas. Sólo un aislado (517) no 
amplificó con el primer BOX A1R, lo que ha sido descripto por otros investigadores (Kaschuk et 
al. 2006b). 
Las cepas de referencia B. japonicum y B. diazzoefficiens, produjeron 12-13 bandas en el gel 
de agarosa, en tanto que las cepas de referencia B. elkanii 7-8 bandas. 
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Sobre la base de la amplificación BOX de cada aislado se realizaron tres dendrogramas 
empleando el algoritmo UPGMA y el coeficiente Dice 2 %, considerando el total de los aislados 
y las cepas según el suelo de donde fueron aisladas (SD o LC). En cada uno se incluyeron las 
cepas controles de las especies B. japonicum (E109, SEMIA 5079), B. diazoefficiens 
(SEMIA5080) y B. elkanii (SEMIA587 y SEMIA 5019) (Fig.III-3, 4, 5). 
 
Análisis de los dendrogramas 
El análisis de los fingerprints generados para los aislados provenientes de la muestra de suelo 
SD (n=90) dio como resultado un dendrograma con cuatro grandes clados agrupados con un 27 
% de similitud (A, B, C y D). En el clado A se incluyeron las cepas de referencia B. japonicum, 
B. diazoefficiens y 59 aislados; en el clado B se agruparon los controles B. elkanii y 6 aislados; y 
en los clados C y D sólo se agruparon 12 y 13 aislados, respectivamente (Fig.III-3). El mayor 
número de aislados agrupados correspondió al clado A, que incluyó el 66 % de las cepas del 
suelo bajo SD. 
Dentro del clado A, a un nivel de similitud del 35 %, se observaron 5 subclados (I, II, III, IV y 
V), siendo el subclado V el que agrupó a las 3 cepas controles con un 40 % de similitud entre 
E109 y las cepas SEMIA, y a un nivel de similitud del 75 % entre SEMIA5079 y SEMIA5080. 
El clado B reunió sólo el 6,7 % de los aislados del suelo bajo SD, dentro del cual las cepas 
controles de B. elkanii SEMIA587 y SEMIA5019 se agruparon con un nivel de similitud del 94 
% (Fig.III-3). 
En el dendrograma a un nivel de similitud del 70 % se definieron 69 perfiles diferentes, de los 
cuales 35 son perfiles únicos.  
El análisis de los perfiles genómicos de las 96 cepas del sistema de labranza convencional 
(LC), generaron un dendrograma en el que se observó que las cepas controles, al igual que en el 
árbol anterior, se separaron por especie agrupándose con los aislados de suelo a un nivel de 
similitud del 20 % (Fig. III-4). 
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Figura III- 3: Dendrograma de aislados del suelo SD, en base al perfil de amplificación generado con 
secuencias BOX, empleando el algoritmo UPGMA y el coeficiente Dice 2 %. 
Cepas de referencia: B. japonicum (E109 y SEMIA5079), B. diazoefficiens (SEMIA5080) y B. elkanii 
(SEMIA587 y SEMIA5019. 
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Es posible distinguir dos grandes clados, A y B en los que se agruparon las cepas controles de 
B. japonicum y B. diazoefficiens en el primero, y B. elkanii, en el segundo. A este nivel también 
se observan los clados C y D que sólo incluyeron aislados de suelo y ninguna cepa de referencia. 
Dentro del clado A, que agrupó al 64 % de los aislados de suelo (n = 61) a un nivel de similitud 
del 35 %, se observaron 6 subclados (I, II, III, IV, V y VI), siendo el subclado VI el que agrupó a 
las 3 cepas controles de B. japonicum (E109, SEMIA5079), B. diazoefficiens (SEMIA5080) con 
un 55 % de similitud. El clado B reunió al 19 % de los aislados LC, dentro del cual las cepas 
controles de B. elkanii SEMIA587 y SEMIA5019 se agruparon con un nivel de similitud del 70 
%. Los clados C y D agruparon el 15 % y 2 % de los aislados de suelo LC, respectivamente (Fig. 
III-4). En tanto que el análisis del dendrograma a un nivel de similitud del 70 %, permite agrupar 
las cepas LC en 47 perfiles diferentes. De los cuales, 29 grupos pertenecen al clado A, 9 en el 
clado B, 7 en el clado C y 1 en el clado D. 
El dendrograma generado a partir de la amplificación de los fragmentos BOX, aunque puede 
considerarse, en cierto modo, como divisiones y subdivisiones arbitrarias, en todos los casos se 
tomaron líneas de corte con porcentajes de similitud inferiores a la similitud necesaria para 
considerar que dos aislados pertenecen a la misma cepa. En efecto, se considera que huellas 
digitales de ADN pertenecen a la misma cepa cuando las similitudes son iguales o mayores al 70 
% (Alberton et al. 2006; Kaschuk et al. 2006; Loureiro et al. 2007). En consecuencia de los 186 
rizobios empleados en la reacción BOX A1R se pueden considerar como cepas diferentes a 105 
de ellas. 
Por último, el dendrograma integrado con la totalidad de los aislados y las cepas de 
referencia, los agrupó en seis clados principales (A, B, C, D, E y F) con un bajo nivel de 
similitud de 26% (Fig. III-5). Las cepas de referencia B. japonicum y B. diazoefficiens se 
agruparon con el 58 % de los aislados (clado A), un grupo menor (15%) se reunió con las cepas 
de referencia B. elkanii (clado B) y el resto de los aislados se distribuyeron 3%, 7%, 7% y 10% 
en los clados C, D, E y F, respectivamente.  
El tipo de suelo (SD-LC) o dilución empleada (1º o 6º dil.) no se vio reflejado en el 
agrupamiento de los aislados (Fig. II-5). 
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Figura III- 4: Dendrograma de aislados del suelo LC, en base al perfil de amplificación generado con 
secuencias BOX, empleando el algoritmo UPGMA y el coeficiente Dice 2 %.  
Cepas de referencia: B. japonicum (E109 y SEMIA5079), B. diazoefficiens (SEMIA5080) y B. elkanii 
(SEMIA587 y SEMIA5019). 
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Figura III- 5: Dendrograma generado en base a la amplificación de las secuencias BOX de la totalidad 
de los aislados, junto con las cepas de referencia: 
 B. japonicum (E109, SEMIA5079), B. diazoefficiens (SEMIA5080) y B. elkanii (SEMIA587 y 
SEMIA5019), empleando el algoritmo UPGMA y el coeficiente Dice 2 %. 
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Índices de diversidad en base a los dendrogramas resultantes de la amplificación de las 
secuencias BOX  
Se calcularon los Índices Shannon, Margalef y Pielou, considerando los dendrogramas 
confeccionados con los fingerprint BOX de los aislados según el suelo de procedencia. Se 
consideran como individuos diferentes aquellos que presentan nivel de similitud menor al 70 % 
(Alberton et al. 2006; Kaschuk et al. 2006; Loureiro et al. 2007). 
Se encontró que la mayor diversidad (Índice Shannon) ocurre en el suelo SD, respecto al 
suelo LC, con valores de 4,1 y 3,5 respectivamente. De la misma manera los índices Margalef y 
Pielou son mayores en el suelo SD (15 y 0,91, respectivamente) que en el suelo LC (9 y 0,78, 
respectivamente) (Fig. III-6). 
 
 
 
 
Figura III- 6: Índice de Shannon, Margalef y Pielou de los rizobios aislados. 
Calculados en base al dendrograma generado por la amplificación de las secuencias BOX, a un nivel de 
similitud del 70%. SD: Siembra Directa, LC: Labranza Convencional.  
 
 
Selección de cepas para los estudios posteriores. 
Sobre la base del análisis de los perfiles de secuencias BOX se seleccionaron 52 cepas que 
representaron los diferentes patrones observados, se buscó incluir aislados de cada una de las 10 
submuestras de suelo (1 al 10), de la mayor y menor dilución de las que se realizó el aislamiento 
de los rizobios (Cap. II). En la Tabla 13 se presentan los aislados seleccionados y los clados en 
donde se ubican en el dendrograma generado con las secuencias BOX (Fig. III-5). 
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Tabla 13: Aislados seleccionados para continuar con la caracterización molecular, 26 de la muestra de 
suelo SD y 26 de la muestra LC, discriminados según la dilución de suelo de donde se obtuvieron.  
Se indica el clado en donde se ubican en el dendrograma generado con la amplificación de las secuencias 
BOX realizados con la totalidad de las cepas (Fig.: III-5).  
SD LC
Dilución menor (1º) Dilución mayor (6º) Dilución menor (1º) Dilución mayor (6º)
Cepa Clado Cepa Clado Cepa Clado Cepa Clado
116 A 162 A 614 B 661 A
117 B 164 B 618 B 663 B
211 B 166 A 6113 B 665 B
216 A 1610 A 6115 B 6611 B
219 A 2610 A 717 A 769 A
2112 A 2614 A 7118 B 7612 A
311 B 2615 A 811 B 952 A
3111 A 2618 A 814 D 953 A
3120 A 2620 A 818 A 957 A
416 A 363 A 913 B 1052 A
518 A 366 A 914 A 1061 F
5113 E 367 A 1013 A
457 B 1014 A
5620 A 10110 A
10115 C
 
 
Reacción de PCR RSα  
La amplificación de la región RSα, produjo en alrededor del 79 % de los aislados 
seleccionados (n = 41) las bandas de 900 pb y 780 pb típicas de B. japonicum. En tanto que el 21 
% de las cepas (n = 11) amplificaron sólo el fragmento de 900 pb característico de las cepas B. 
elkanii (Fig. III - 7). 
 
Figura III- 7: Amplificación de la región RSα en distintos aislados y controles. 
Bandas características de B. japonicum (E109): 900pb + 780pb; B. elkanii (SEMIA587 y SEMIA5019): 
900pb. M, marcador de peso molecular 100-1000 pb. 
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Amplificación del fragmento nifD. Análisis de restricción. 
La PCR con primers NifD-1f y NifD-1r, homólogos a nifD, generó un fragmento de 1170 pb 
(Fig. III-8). Se realizó un análisis de restricción del fragmento nifD con EcoRV. Para la cepa tipo 
de B. japonicum los sitios de corte se ubican en las posiciones 192 y 312 del fragmento, por lo 
que se originó un patrón de tres bandas de 858, 192 y 120 pb. Mientras que la cepa tipo de B. 
elkanii no tiene sitio de corte, por lo que presentó la banda de 1170 pb (Fig. III-8). Sobre la base 
de estos dos perfiles los aislados se agruparon en B. japonicum y B. elkanii. De la totalidad de las 
cepas seleccionadas (n = 52), 41 aislados presentaron el patrón de bandas de B. japonicum y 11 
aislados presentaron las bandas características de B. elkanii. Esta misma agrupación de cepas 
también se obtuvo cuando se analizaron los patrones de amplificación RSα. 
 
 
Figura III- 8: Amplificación y restricción del gen nifD. 
A- Amplificación del fragmento nifD de 1170 pb, de rizobios aislados del suelo. B- Digestión del 
fragmento nif D con la enzima de restricción EcoRV. Bandas características de B. japonicum: 858, 192 y 
120 pb, y de B. elkanii: 1170pb. 
 
 
Secuenciación de ITS (Intergenic Transcribed Spacer) 
Con el fin de identificar con mayor precisión a los aislados se procedió a amplificar el ITS de 
los 52 aislados seleccionados, de 1289 pb (Fig. III-9), que fue secuenciado. 
Los aislados 116, 162, 166, 1013, 1014, 1052, 1061, 1610, 216, 219, 2112, 2610, 2614, 2615, 
2618, 2620, 3111, 3120, 363, 366, 367, 416, 518, 5113, 5620, 661, 717, 769, 7612, 814, 818, 
914, 952, 953, 957, 10110 y 10115 son B. japonicum y las cepas 117, 164, 211, 311, 457, 614, 
618, 663, 665, 6113, 6115, 6611, 7118, 811, 913 son B. elkanii (GenBank accession numbers: 
KC460219.1, KC460213.1, KU298506.1 a KU298579.1)  
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Las secuencias fueron analizadas utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search de 
la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI). Este análisis confirmó 
el agrupamiento generado mediante la huella digital realizada por la reacción BOX A1R, en dos 
grandes clados (Fig.III-10) que incluyeron cada uno a las cepas de referencia B. japonicum y B. 
elkanii. 
 
 
Figura III- 9: Amplificación del fragmento ITS 16S-23S (1289 pb).  
 
El 94 % de los aislados pudieron identificarse por el conjunto de reacciones aplicadas, 
reacción BOX A1R, restricción del fragmento nifD, amplificación del fragmento RSα y 
secuenciación el fragmento ITS. Sólo cuatro cepas (311, 457, 811 y 913) presentaron 
divergencias, dado que amplificaron las bandas características de B. japonicum en la reacción 
RSα y en la restricción del fragmento nifD, pero según la amplificación de los fragmentos BOX 
A1R y la secuenciación del ITS resultaron identificadas como B. elkanii. 
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Figura III- 10: Dendrograma basado en las secuencias ITS de los aislados, junto con cepas de referencia. 
 B. japonicum E109 (JQ809361.1), SEMIA5080 (JQ809365.1) y SEMIA5079 (JQ809364.1); B. elkanii 
SEMIA587 (JQ809360.1) y SEMIA5019 (JQ809363.1); B. diazoefficiens USDA110 (BA000040.2) y B. 
liaoningense USDA3622 (AB100759.1); considerando como outgroup a E. fredii USDA257 
(NC018000.1). Entre paréntesis figuran los números de acceso en el Genbank. 
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En síntesis, el 81 % y 62 % de los aislados en los suelos bajo SD o LC respectivamente, 
fueron B. japonicum. En el suelo bajo LC el porcentaje de las cepas identificadas como B. elkanii 
fue casi el doble (38 %) que en el suelo SD (Fig. III-11). 
Cuando se discriminó la identificación de las cepas según la dilución del suelo de origen se 
encontraron diferencias entre los suelos. Sólo el 25% de las cepas SD recuperadas de las plantas 
inoculadas con la 1º dilución del suelo resultaron B. elkanii, este porcentaje disminuyó al 14 % al 
emplear la dilución mayor (6º). Un efecto similar ocurrió entre los rizobios recuperados del suelo 
LC, pero con porcentajes mayores 47 y 27 %, en la 1º y 6º dilución. respectivamente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III- 11: Porcentaje de cepas identificadas por la secuenciación del fragmento ITS, en cada uno de 
los suelos bajo SD y LC. 
 
 
 
 
81%
19%
SD B.japonicum
B.elkanii
62%
38%
LC B.japonicum
B.elkanii
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El objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar la diversidad genética de los aislados 
simbiontes de soja obtenidos de suelos con diferente manejo SD (siembra directa) y LC 
(labranza convencional) e identificarlos. 
Se ha demostrado que los cultivos y el laboreo del suelo pueden afectar a la biomasa y 
actividad microbiana, de los microorganismos en general y en particular de los rizobios 
(Kaschuk et al. 2006a). La presencia de pooles de bacterias provenientes de diversas especies de 
leguminosas nativas y aún las estirpes naturalizadas, que se incorporaron con los inoculantes 
comerciales (Mendes et al. 2004), son fuente de genes que, a través de la transferencia lateral y 
la recombinación, pueden contribuir a generar nuevas estirpes incorporando genes de otras 
especies. La diversidad es probable se incremente a través de intercambios genéticos entre las 
cepas de Bradyrhizobium exóticas y las cepas autóctonas que nodulan leguminosas nativas. La 
transferencia horizontal de genes entre los rizobios en condiciones de campo parece jugar un 
papel importante en los Cerrados de Brasil (Galli-Terasawa et al. 2003; Batista et al. 2007; 
Loureiro et al. 2007). La reacción Multiplex confirmó que contienen regiones típicas 
características del género Bradyrhizobium (Pastorino et al. 2003). Este resultado era previsible 
considerando que los inoculantes empleados desde los años 70´ se formularon en base a cepas de 
B. japonicum y B. elkanii (Santos et al. 1999; González 2007). La soja es exótica en la Argentina 
y por ello no se esperaba encontrar poblaciones de las otras especies de rizobios que nodulan la 
soja como E. fredii, B, liaoningense, además de los Bradyrhizobium.  
Las amplificaciones de las secuencias RSα, nifD, BOX y la secuenciación del fragmento ITS, 
agruparon los aislados en estirpes con homología a B. japonicum o B. elkanii. Sólo cuatro cepas 
(311, 457, 811 y 913), presentaron marcadores típicos de las dos especies. Trabajos realizados 
para estudiar la relación entre el gen ribosomal 16S rADN y el gen de fijación nifD, mostraron 
que cepas con genes rADN idénticos, presentaban variaciones en la secuencia nifD, pero se 
encontró homogeneidad en la secuencia dentro de cada población regional de rizobios, 
atribuyendo esas diferencias a eventos de transferencia horizontal. Por lo tanto, se encontraron 
cepas B. elkanii, al igual que en esta tesis, que parecen ser mosaicos genéticos, con genes 
derivados de dos áreas ancestrales distintas por transferencia lateral de material genético como 
ha sido demostrado anteriormente (Parker et al. 2002; Qian et al. 2003). La plasticidad del 
genoma de los rizobios ha sido estudiada por diversos autores que observaron inestabilidad y 
diversidad genética debido a intercambio genético y recombinación homóloga dentro del genoma 
(Rodriguez-Quiñones et al. 1992). El análisis del alineamiento de las secuencias ITS dio lugar a 
más pruebas de que los miembros existentes del género Bradyrhizobium probablemente son 
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producto de recombinaciones a partir de dos progenitores diferentes, como demostraron van 
Berkum & Fuhrmann (2009). Por otro lado es evidente que el análisis de la diversidad de los 
aislados con los índices descritos refleja la diversidad. 
Los valores del índice Shannon calculados en este trabajo fueron de 3,5 para suelos LC y 4 
para suelo SD. Estos resultados están en línea con lo reportado en otros suelos del cono sur, los 
valores variaron según el manejo del suelo y la región, entre 1,8 y 6, mientras que valores 
superiores a 3 fueron calculados para rizobios nativos (Alberton et al. 2006; Loureiro et al. 2007; 
Giongo et al. 2008). Trabajos realizados con rizobios simbiontes de porotos (Phaseolus vulgaris) 
arrojaron resultados similares, en estos se concluyó que el ambiente de la labranza cero brinda 
mayor estabilidad, lo que conduce a una disminución en el número de especies, en donde 
predominan las que son más exitosas en interactuar con las plantas, aunque sin embargo la 
diversidad intraespecífica es mayor (Kaschuk et al. 2006b). Se considera como diversidad alta 
los valores del índice superiores a 3. Dado que en los suelos que se estudiaron en esta tesis solo 
se encontraron dos especies, B. japonicum y B. elkanii, el análisis de la diversidad se refiere a la 
variabilidad intraespecífica. La diversidad fue alta en ambos suelos y ligeramente superior en el 
marco del manejo de siembra directa o labranza cero (SD) cuando se lo comparó con el sistema 
labranza convencional (LC). 
El índice de equitabilidad o uniformidad de Pielou mostró una mayor uniformidad en la 
abundancia de las cepas en el suelo SD. En tanto, que el índice de Margalef mostró una mayor 
riqueza de cepas para el suelo bajo SD respecto de la muestra LC. Es decir, que en el suelo bajo 
labranza mínima (SD) no hay predominio de algún grupo particular de cepas, sino que presenta 
una distribución de genotipos más uniforme que en el suelo bajo LC, donde hay ciertas cepas que 
predominan por sobre otras, probablemente se trate de rizobios con características de mejor 
supervivencia o tolerancia frente a situaciones de estrés, a las que son sometidas periódicamente 
por la forma de manejo de suelo (Hungria&Vargas 2000; Ramos et al. 2001; Batista et al. 2007). 
Se ha encontrado que tanto el muestreo como las diluciones que se emplean para realizar 
estudios de diversidad, de ciertas poblaciones naturales de rizobios, pueden afectar los resultados 
(Bala et al. 2001; Alberton et al. 2006). Se observó que la diversidad disminuyó cuando se 
aumentó la dilución del suelo con que se inocularon las plantas trampa. En suelos de Brasil se 
demostró que algunas de las cepas adaptadas a los suelos serían más competitivas que otras 
(Mendes et al. 2004), de manera que el realizar diluciones de suelo, con frecuencia las cepas más 
competitivas y compatibles con el genotipo de la planta ocupan la mayoría de los nódulos. En 
este trabajo se encontró que los representantes de B. elkanii mostraron menor capacidad para 
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nodular, de manera que en la 6º dilución se recuperaron entre un 13 y 20 % menos rizobios de 
esta especie, en SD y LC respectivamente, es decir que en los suelos estudiados la especie B. 
elkanii fue menos frecuente. 
La ecología de los rizobios exóticos después introducidos en nuevas áreas de cultivo 
representa un primer paso hacia el establecimiento de mejores estrategias de inoculación, que a 
su vez puede dar lugar a la sostenibilidad y a superiores rendimientos de cultivos (Loureiro et al. 
2007). 
La diversidad de las características microbiológicas y simbióticas puede representar una 
fuente de variabilidad para mejorar la sostenibilidad agrícola. Desde el punto de vista de la 
planta, podría ser deseable una menor diversidad con una mayor abundancia de cepas de rizobios 
más específicas, eficientes y competitivas (Mendes et al. 2004). Sin embargo, el aumento de 
diversidad también puede considerarse como un indicador positivo de la calidad del suelo y la 
productividad (Ferreira et al. 2000; Kaschuk et al. 2006a) o podría garantizar un efecto de 
amortiguación, y posibilitar la fijación biológica de N2, incluso bajo condiciones ambientales 
variables y estresantes (Loreau 2010).  
En este trabajo se encontró que el suelo bajo siembra directa estudiado es un ambiente que 
protege a los microorganismos, donde se generaron niveles de diversidad mayores que en los 
suelos bajo labranza convencional, debido a que este último tipo de manejo, se generan estreses 
puntuales que ejercerían cierta presión de selección favoreciendo el predominio de algunas 
estirpes adaptadas a condiciones adversas, pero que probablemente provocan una disminución en 
la diversidad.  
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l inicio de cualquier programa de mejoramiento que incluya a la FBN implica entre 
otras cosas, la selección de cepas con capacidades simbióticas superiores a las cepas 
comerciales conocidas, principalmente la capacidad para inducir la formación de nódulos 
(infectividad) y para fijar N2 (efectividad). Otros de los criterios básicos a considerar en el 
proceso de selección son la supervivencia sobre la superficie de las semillas y en el suelo, la 
adaptación o tolerancia a situaciones de estrés, la estabilidad genética, como así también la 
capacidad de crecimiento en las condiciones de producción de los inoculantes. Además, hoy 
también interesa identificar rizobios que promuevan el crecimiento vegetal en base a 
mecanismos accesorios a la FBN, como son la producción de fitohormonas y/o sideróforos, y la 
capacidad para solubilizar fósforo (Yagi et al. 2000; Fischer & Jofré 2010).  
En los últimos años el volumen de semilla de soja preinoculada que se siembra en el país se 
ha incrementado. Esto se debe entre otras cosas, a que con frecuencia en los establecimientos 
agropecuarios, debido a la falta del equipamiento adecuado o por la falta de personal calificado, 
es complejo realizar convenientemente la práctica de inoculación. Por ello, es útil disponer de 
semilla preinoculada, y para esto es clave contar con rizobios que se destaquen por la 
supervivencia en la cubierta de las semillas (Roughley et al. 1993; Brockwell et al. 1995; Penna 
et al. 2011).  
Diversos estudios demuestran que el efecto del estrés provocado por la falta de agua es la 
principal causa de muerte de las bacterias inoculadas en las semillas (Davidson & Reuszer 1978; 
Temprano et al. 2002; Streeter 2003; Vriezen et al. 2007). Algunas bacterias acumulan, en 
condiciones de estrés osmótico, trehalosa (disacárido de glucosa), lo que protege a las células del 
estrés de calor y de la falta de agua (deshidratación) (Streeter 2003). Se ha demostrado que la 
supervivencia de B. japonicum sobre las semillas estaría relacionado al aumento de la síntesis de 
trehalosa (Streeter 2007).  
La capacidad de los rizobios para sobrevivir tanto en los formulados comerciales 
(inoculantes) como sobre semillas preinoculadas depende de las características de la 
formulación, como el tipo de vehículo sólido (carrier), el contenido de humedad, la temperatura 
de almacenamiento, la presencia de otros microorganismos, entre otras; pero también depende de 
las características intrínsecas de la cepa de rizobios seleccionada. La supervivencia de los 
rizobios en la superficie de la semilla es generalmente menor que en los formulados comerciales 
debido al estrés de agua, a la alta temperatura, y/o compuestos tóxicos que suelen desprenderse 
de la cubierta de la semilla. En trabajos realizados con inoculantes formulados en base a turba, se 
encontró que cuando el sustrato se esteriliza y se conserva con 50 % de humedad relativa, se 
logra un alto número de rizobios supervivientes, luego de 6 meses de almacenamiento 
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(Temprano et al. 2002). En nuestro país, la legislación vigente establece que un inoculante debe 
garantizar un mínimo de 80.000 bacterias viables por semilla, en el momento de la inoculación y 
para productos recién elaborados sobre base no estéril, esta cantidad debe ser superior a 1x10
9
 
por gramo de producto (SAGyP, Resolución 310/1994). 
Un cambio importante en la tecnología de inoculación fue el desarrollo de los “protectores 
bacterianos” que se aplican junto con el inoculante. Estos contribuyen a adherir los rizobios a las 
semillas, favoreciendo así el contacto con la raíz emergente, lo que conduce al desarrollo más 
temprano de los nódulos. En general, son polisacáridos que protegen a las bacterias de la 
desecación y que además pueden eventualmente cumplir una función nutritiva. 
Es conocido que la ocurrencia de estrés (hídrico o térmico) en los primeros días de 
implantación del cultivo condicionará el número de células viables y las cepas de rizobios que 
formarán los nódulos (Melchiorre et al. 2011). Esto además, definirá la distribución de los 
nódulos en las raíces que a su vez, afectará la eficiencia del sistema de FBN (Davidson & 
Reuszer 1978; Ferraris et al. 2005). Diversos autores han demostrado la importancia de agregar 
aditivos de protección para las células bacterianas, que prolongan la vida de los rizobios por un 
período de tiempo de hasta 90 días (Penna et al. 2011; Lodeiro 2015). Los resultados de diversos 
estudios realizados sobre recuentos de rizobios a partir de semillas inoculadas varían, lo que 
probablemente se deba al tipo de adherente o protector (solución de azucares, aceites, goma 
arábiga, productos de recubrimiento comerciales) utilizado. En experimentos en que se 
realizaron recuentos a partir del momento de la inoculación, se observó una brusca disminución 
del número de bacterias viables en las primeras horas después de la inoculación. En 
aproximadamente 3 semanas el número de células viables recuperadas fue de sólo 1 al 5 % 
(Davidson & Reuszer 1978).  
La mayor supervivencia de los rizobios se ha encontrado que guarda relación con la 
producción de exopolisacáridos (EPS), matriz sacárida que contribuye a aumentar la resistencia a 
la desecación (Osa Afiana & Alexander 1982; Streeter 2007). El estudio de la producción de 
EPS in vitro, es complejo ya que depende del medio de cultivo empleado (Streeter 2007). Los 
EPS junto con los lipopolisacáridos y polisacáridos capsulares de los rizobios, juegan un rol 
clave en el establecimiento de la simbiosis, fundamentalmente en la formación del hilo infectivo 
y el desarrollo de nódulos activos (Girgis et al. 2007). Aunque la participación de los EPS es 
crítica para la formación de nódulos indeterminados (p.ej. simbiosis de S. melilotti en alfalfa), no 
lo es para los nódulos determinados (p.ej. simbiosis de B. japonicum en soja), en donde se ha 
demostrado que sólo participan en la inhibición de los mecanismos de defensa que las plantas 
activan al interactuar con microorganismos (Fraysse et al. 2003).  
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Los EPS producidos por los rizobios son muy diversos, variando en el tipo de azúcar, en las 
uniones moleculares, en el tamaño de las unidades repetidas y en el grado de polimerización, así 
como en las decoraciones (Bomfeti et al. 2011). En el caso de B. japonicum, los EPS están 
compuestos por manosa, galactosa, glucosa y ácido galacturónico, en una proporción 1:1:2:1; 
mientras que B. elkanii sintetiza EPS conteniendo sólo ramnosa y ácido galacturónico en 
proporción 3:1 (Fig. IV-1). 
 
 
Figura IV- 1: Estructura primaria de EPS de los rizobios B. japonicum (izquierda) y B. elkanii (derecha):  
Glc: glucosa, Gal: galactosa; GlcA: ácido glucuronico; GalA: ácido. 
 
 
Otra característica que afecta marcadamente la supervivencia y es clave para la colonización 
de la rizósfera es la formación de biopelículas. La rizósfera es una zona rica en nutrientes, puesto 
que contiene sustancias que libera la planta, allí los microorganismos encuentran un ambiente 
predisponente para el desarrollo (Bogino et al. 2013). Las bacterias dentro de las biopelículas 
mantienen una relación estable con la superficie de las raíces que colonizan, también las protege 
de la falta de agua y de las sustancias antibacterianas (Bogino et al. 2013). 
Las biopelículas o biofilms se definen como comunidades de células que se adhieren 
reversiblemente a una superficie inerte o biótica, que además se encierran en una matriz 
polimérica extracelular de EPS, producida por las mismas bacterias (Costerton et al. 1995; Bais 
et al. 2014). Estas comunidades microbianas a menudo se componen de múltiples especies que 
interactúan entre sí y con su entorno. Esas biopelículas contienen canales por donde ocurre el 
intercambio de agua, nutrientes, enzimas y también desechan metabolitos tóxicos (Costerton et 
al. 1995; Rinaudi & Giordano 2010). Entre los componentes de la superficie bacteriana, 
particularmente los EPS, los lipopolisacáridos, las cilias y los flagelos, son cruciales para la 
formación de biopelículas (Rinaudi & Giordano 2010; Sorroche et al. 2012). La adhesión de las 
bacterias a diferentes superficies pueden ser modulada por la regulación de la síntesis de EPS 
(Sorroche et al. 2012). La calidad y cantidad del EPS, afectan la adhesión a la raíz y a superficies 
inertes. Ciertos polisacáridos son requeridos para que la bacteria se adhiera a la raíz pero no son 
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necesarios para adherirse a superficies inertes, por ejemplo la adhesina RapA1 (Pérez-Giménez 
et al. 2009). 
Se ha demostrado que las moléculas de superficie bacterianas (EPS) y/o de las plantas 
(lectinas) están involucradas en la formación de las biopeliculas y adhesión de los 
Bradyrhizobium sobre las raíces de leguminosas (Pérez-Giménez et al. 2009), aunque no estarían 
directamente vinculadas a los procesos de la infección y la nodulación (Pérez-Giménez et al. 
2009).  
Se estima que la formación y maduración del biofilm ocurre en un período relativamente 
largo y el pelo radical es susceptible de ser infectado sólo durante algunas horas (Pierce & Bauer 
1983; Pérez-Giménez et al. 2009). La formación de biofilm es una característica clave para la 
supervivencia de las bacterias en los suelos y probablemente de la fijación simbiótica (Sorroche 
et al. 2012). Hay evidencia que Sinorhizobium melilotti dentro de los pelos radiculares curvados 
forma pequeños agregados de tipo biopelícula que podrían proporcionar inóculos para la 
invasión de la raíz (Rinaudi & Giordano 2010), lo cual proporciona una ventaja competitiva.  
En la producción agrícola actual es frecuente el empleo de agroquímicos que constituyen otro 
factor de estrés a los que están expuestas las bacterias inoculadas en las semillas. Los fungicidas, 
insecticidas o la combinación de ambos, forman parte del paquete tecnológico desarrollado para 
proteger a las semillas de las enfermedades y plagas que pueden atacarlas en los primeros 
estadios del cultivo. La aplicación de estos productos es una práctica que se encuentra 
ampliamente difundida en los sistemas de producción de soja en Argentina, Brasil y Uruguay. 
Los agroquímicos suelen afectar la supervivencia de los rizobios, y como resultado de esto 
también afectan la nodulación y fijación de N2 (Zilli et al. 2009; Ahemad & Khan 2013). 
Además, muchos de estas sustancias suelen acumularse en los suelos, en donde también 
modifican la supervivencia y actividad de la microbiota del suelo (Ahemad & Khan 2011). 
Varios estudios han demostrado diversos grados de toxicidad de ciertos fungicidas sobre los 
rizobios, como Carbendazim o Carboxin combinados con Thiram lo que resultó en una 
reducción de la nodulación en soja (Tu 1977; Zilli et al. 2009). También varios insecticidas, 
Lindano y Clorpirifos, inhibieron la supervivencia de B. japonicum (Tu 1977; Lodeiro 2015). 
Por otro lado, estos compuestos contribuyen a modificar las condiciones del medio inhibiendo 
o promoviendo el desarrollo de ciertos microorganismos, debido al aporte de sustancias que 
pueden ser empleadas como nutrientes. En este sentido es importante evaluar la tolerancia de las 
cepas de rizobios a las dosis habituales de aplicación del glifosato, que es uno de los herbicidas 
más empleado en el cultivo de la soja. En nuestro país, cerca del 100 % del área sembrada utiliza 
soja transgénica, que admite la aplicación de glifosato en varios momentos del cultivo, 
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procedimiento que es rutinario y que se ha extendido a casi la totalidad de la zona cultivada con 
soja (Vitta et al. 2004). Las formulaciones de glifosato se encuentran registradas en más de cien 
países, siendo utilizado en más de sesenta cultivos, en manejo de bosques sometidos a 
intervención para su conservación, y en sistemas de cultivos diferentes incluidos el 
mantenimiento de los jardines.  
El glifosato es un herbicida, no selectivo, de amplio espectro, que actúa inhibiendo la enzima 
EPSP (5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintasa, EC 2.5.1.19) (Moorman et al. 1992). Es una 
molécula formada por una fracción de glicina y un radical aminofosfato que sustituye a uno de 
los hidrógenos del grupo α-amino (Fig. IV-2). Por la naturaleza de sus propiedades físicas y 
químicas, el glifosato es un plaguicida de acción sistémica que se aplica por vía foliar, cuyo 
efecto es de corta duración, ya que se inactiva rápidamente con la formación de complejos de 
óxido de hierro y aluminio que precipitan (Morillo et al. 2000). 
La molécula de glifosato es degradada, principalmente por acción de los microorganismos del 
suelo, que tienen la habilidad de romper el enlace C-P del ácido fosfórico, para liberar el grupo 
fosfato (Zablotowicz & Reddy 2004). Sin embargo, a pesar de los beneficios que genera la 
utilización del glifosato en lo que hace a aumentos en la producción, éste tiene efectos 
colaterales indeseados, ya que se ha demostrado que modifica la microbiota en general y a los 
simbiontes de soja en particular (Zablotowicz & Reddy 2004; Kremer & Means 2009; Druille et 
al. 2015). 
El glifosato puede ser tóxico para algunas cepas de rizobios según las concentraciones 
empleadas (Druille et al. 2015), y esto se atribuye principalmente a que inhibe la síntesis de 
EPSP sintasa lo que resulta en la inhibición de la síntesis de aminoácidos aromáticos 
(fenilalanina, tirosina y triptófano). La falta de síntesis de estos aminoácidos puede ser el motivo 
de la acción tóxica de este herbicida sobre los microorganismos (dos Santos et al. 2005; Seminoti 
Jacques et al. 2010).  
 
 
Figura IV- 2: Fórmula química del glifosato ((isopropilamina de N-fosfonometilglicina). 
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La industria química, continuamente lanza al mercado nuevos principios activos, de manera 
que la tolerancia de los rizobios a estos productos se debe evaluar permanentemente. En 
consecuencia, es necesario un trabajo integrado entre investigadores, productores, semilleros, 
fabricantes de inoculantes y agroquímicos de manera que se alcance el objetivo deseado: cultivos 
sanos con alto rendimiento, que no impacten en el agroecosistema. 
Se ha considerado que una de las características de las poblaciones alóctonas es que suelen 
estar adaptadas al ambiente en el que se encuentran, por lo que presentarían mayor tolerancia al 
estrés y mayor supervivencia, lo que de alguna manera va en desmedro de la fijación de N2 
(Kaschuk et al. 2006a), y serían competidores de las cepas inoculadas en las semillas, pudiendo 
afectar el éxito de la nodulación. Los rizobios naturalizados, es probable que difieran en su 
capacidad para sobrevivir y tolerar agroquímicos, puesto que están influenciados por el ambiente 
del que provienen, en el caso de este trabajo sería el suelo bajo labranza convencional o bajo 
siembra directa y cultivo antecesor maíz o soja. Por ello resulta interesante evaluar las 
características mencionadas en las poblaciones naturalizadas, tanto para conocer los 
microorganismos que compartirán el ambiente con la cepa inoculada, como para encontrar 
estirpes con mejores características que puedan seleccionarse para la fabricación de nuevos 
inoculantes. 
En este capítulo se plantearon los siguientes objetivos: 
 Identificar, entre los aislados simbiontes de la soja, cepas con capacidad para sobrevivir 
sobre semilla, tolerar agroquímicos, solubilizar fósforo y producir AIA. 
 Relacionar el ambiente, tipo de labranza y cultivo antecesor, de la población naturalizada 
de rizobios con la capacidad de sobrevivencia, tolerancia a agroquímicos, solubilización de 
fósforo y producción de AIA. 
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1. Bacterias 
Se emplearon los 52 aislados seleccionados en el Capítulo III, provenientes de los estudios de 
diversidad descriptos, que fueron además identificados según la secuencia ITS 16S-23S rADN. 
En todos los ensayos se incluyeron las cepas de referencia B. japonicum (E109, SEMIA5079), B. 
diazoefficiens (SEMIA5080) y B.elkanii (SEMIA587, SEMIA5019). 
2. Supervivencia sobre semillas. 
Se evaluó la supervivencia de los rizobios sobre la superficie de las semillas de soja 
inoculando una muestra de 50 g de semillas (aproximadamente 320 semillas) cultivar A3731 RG 
de Nidera con cada aislado. El inóculo consistió en un volumen determinado de cultivo 
bacteriano, en una concentración final de 1x10
6 
bacterias. semilla
-1
. Al caldo de inoculación se le 
adicionaron 300 μL de Premax, adherente-protector bacteriano comercial (Rizobacter). Las 
semillas inoculadas se colocaron en recipientes plásticos, en cuya tapa se realizó un orificio al 
que se le adicionó algodón, para permitir el intercambio gaseoso. Así los recipientes se 
mantuvieron en oscuridad a 21 ºC. Cada tratamiento (cepa) se realizó por duplicado. 
Se realizaron cuatro muestreos (Tabla 14) y en cada uno se tomaron 10 semillas que se 
colocaron en tubos de 30 mL conteniendo 9 mL de agua estéril. Los tubos se agitaron durante 30 
minutos, con el fin de facilitar la liberación de los rizobios adheridos a la semilla. Luego se 
realizaron diluciones decimales y se sembraron alícuotas por el método de la gota (Hoben & 
Somasegaran 1982). La placa se dividió en cuatro sectores, en donde se sembraron 10-30 µL de 
las diluciones decimales de los cultivos en cada cuadrante. La siembra se realizó en el medio de 
cultivo YEM, suplementado con fungicida MAXIM (35 μL cada 100 mL de medio), para evitar 
el desarrollo de contaminantes fúngicos. Las placas se incubaron a 28 ºC durante 7 días. El 
recuento de rizobios se calculó en base al recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) 
por semilla y aplicando la siguiente fórmula:  
Bacterias . mL-1 = UFC * 1/D * 1/A
D: dilución, A: alícuota sembrada (mL).
 
 
Con los datos obtenidos se calculó el Porcentaje de Recuperación (% RFP, Recovery Factor 
Percentages) de cada aislamiento, en cada muestreo, considerando como valor de referencia el 
primer recuento realizado a las 2 hs después de la inoculación (ddi) (Penna et al. 2011).  
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RFP (%) = Rn [ufc.semilla-1] * T [ufc.semilla-1] - 1*100
Rn: número de rizobios recuperados de la semilla al n tiempo de almacenamiento. T: número de rizobios de 
referencia
 
 
Las cepas estudiadas se dividieron en conjuntos de cinco-ocho cepas cada uno, para facilitar 
el manejo del material. Estas evaluaciones independientes se estandarizaron incluyendo, para tal 
fin en todos los ensayos, la cepa control B. japonicum E109. 
 
Tabla 14: Tiempos de muestreo en el ensayo de Supervivencia sobre semillas de soja. 
Muestreo
1 2 3 4
Horas desde la 
inoculación (ddi)
2 168 432 504
 
 
2.1. Evaluación de la supervivencia de cepas sobre semillas de soja y nodulación 
Se sembraron dos semillas, provenientes de los potes del ensayo de supervivencia, a los 7 y 
28 días de almacenamiento, en conos plásticos (espildings) de 20 cm de largo y 250 cc de 
capacidad, con vermiculita como sustrato. Cuando las plantas desarrollaron la primera hoja se 
raleó dejando una sola planta por recipiente. Cada tratamiento (cepa) se realizó con 6 
repeticiones, que se agruparon en una bandeja para facilitar el riego, que se hizo por capilaridad 
agregando periódicamente agua destilada en cada una. El primer riego se realizó con solución 
nutritiva de Jensen libre de nitrógeno (solución Jensen 5X (g.L
-1
): CaHPO4 1; K2HPO4 0,2; 
MgSO4.7H2O 0,2; NaCl 0,2; FeCl3 0,1; agua hasta 1000 mL) (Vincent 1970). Las plantas se 
cultivaron en condiciones controladas de luz (16 hs / 8 hs, día/noche) y temperatura (25 ºC día / 
18 ºC noche ± 2 ºC) en cámara de cultivo. Veinte días después, las plantas se descalzaron y se 
efectuó el recuento de nódulos ubicados en el cuello de la raíz, considerando un cilindro 
imaginario con eje central en la raíz principal, un diámetro de 2,5 cm y una altura de 2,5 cm. 
(Técnica Burton modificada, SENASA). 
3. Síntesis de Exopolisacáridos (EPS) 
La cuantificación de EPS se realizó por el método que utiliza el reactivo antrona (Gerhardt et 
al. 1994). Este método colorimétrico no es interferido por otros componentes celulares. Consiste 
en una digestión con ácido sulfúrico mediante la cual se hidrolizan los polisacáridos y 
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deshidratan los monómeros. Luego las pentosas y hexosas se convierten en furfural y 
hidroximetilfurfural respectivamente. La antrona, que es un compuesto fenólico, reacciona con 
los productos de digestión y da un compuesto coloreado. La cantidad de EPS en la muestra se 
mide a través de la lectura de la absorbancia de la solución resultante. La cantidad de EPS 
extraída de cada muestra se estimó con una curva estándar de glucosa. 
Cada aislado se cultivó en caldo YEM y a los 7 días de incubación se colocó una alícuota del 
cultivo en tubos eppendorfs. Estos se centrifugaron durante 15 min. a 10.000 rpm. Una alícuota 
de 400 µL del sobrenadante se transfirió a otro tubo al que se le adicionaron 1000 µL de alcohol 
96º (proporción 1:2,5), mezcla que se incubó a -20 ºC toda la noche. Posteriormente, se 
centrifugó 15 min. a 10.000 rpm, el sobrenadante se descartó y el pellet se disolvió en 330 µL de 
agua. Luego, se agregaron 660 µL de la solución de antrona 0,2 % (antrona 0,2 g en 100 mL de 
H2SO4 concentrado), se mezcló por inversión y se incubó durante 5 minutos en hielo, luego de lo 
cual se midió la absorbancia a 630 nm. La producción de EPS se estimó interpolando los valores 
obtenidos con los valores de una curva patrón de glucosa (0, 50, 100, y 200 mg/L) en agua 
(Gancel & Novel 1994). 
4. Formacion de biopelícula (biofilm)  
La formación de biopelículas se determinó en base a un ensayo cuantitativo en placas de 
microtitulación de 96 pocillos, en las que los biofilms se tiñeron con cristal violeta (CV) 
(Sorroche et al. 2012; Bais et al. 2014). 
Las bacterias se cultivaron en 2 mL de medio TY (componentes en g.L
-1
: triptona 5,0; 
extracto de levadura 3,0; CaCl2 1,0) durante 7 días, los cultivos se diluyeron con medio fresco 
hasta una DO625 de 0,1. En cada pocillo se añadió una alícuota de 100 µL del cultivo luego de lo 
cual las placas se incubaron sin agitación durante 5 días a 28 °C. Al final del período se 
cuantificó el crecimiento bacteriano midiendo la DO625. Luego, se eliminó el líquido de los 
pocillos invirtiendo la placa y se añadió en cada celda 180 µL de una solución acuosa de CV (0,1 
%, p/v) y se dejó en reposo durante 15 min. Cada pocillo teñido con CV se enjuagó 
repetidamente con agua, se secó a temperatura ambiente durante 1 hora, luego de lo cual se 
solubilizó el colorante adicionando 150 µL de etanol 95 % (v/v).  
La DO570 de la solución alcoholica de cada pocillo se midió con un MicroELISA Reader Auto 
(serie 700 lector de microplacas; Cambridge Technology). Los controles consistieron en pocillos 
con medio TY sin microorganismos, tratados de la misma manera. 
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5. Tolerancia a productos agroquímicos 
5.1. Ensayo de tolerancia a curasemillas 
Se empleó el método Bauer- Kirby (Bauer et al. 1966), para lo cual se esterilizaron discos de 
papel de filtro de 0,5 cm de diámetro, a los que se adicionó 5 µL (volumen final) de las mezclas 
de agroquímicos correspondients a los 6 tratamientos (Tabla 15). Las mezclas se formularon de 
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 
Un volumen de cultivo líquido de cada cepa con una concentración de 1x10
6
 bacterias, se 
distribuyó sobre placas en medio de cultivo YEM. Sobre la película de bacterias se colocaron los 
discos de papel de filtro separadas entre si por la misma distancia. Se realizaron triplicados de 
cada placa, se incubaron a 28 ºC durante 7-10 días. La evaluación se realizó considerando como 
cepa sensible o tolerante, de acuerdo al desarrollo de un halo de inhibición alrededor de cada 
disco de papel. 
  
Tabla 15: Tratamientos del ensayo de tolerancia a Agroquímicos.  
Volúmenes de distintos agroquímicos aplicados sobre cada disco de papel. 
Tratamientos
Agroquímicos 1 2 3 4 5 6
Cruiser 60 FS (60 %) 0,6 µL 0,6 µL 0,6 µL
Apron Maxx Advanced (19 %) 1 µL 1 µL 1 µL
Cruiser advanced 1 µL 1 µL
Sedaxane (50 %) 0,01 µL 0,01 µL
Apron maxx RFC (6,25 %) 1 µL
Agua 5 µL 3,4 µL 3,4 µL 3,4 µL 4 µL 4 µL
 
5.2. Ensayo de tolerancia a glifosato 
Se evaluó el crecimiento bacteriano en caldo YEM, suplementado con 21,6 mg.L
-1
 del 
ingrediente activo glifosato (Rundup full 2), equivalente a la dosis de 6 L.ha
-1
 de la formulación 
comercial, 36 % de ácido equivalente. Como control se empleó el caldo YEM sin agregados.  
Cada cepa fue inoculada a razón de 1x10
6
 bacterias.mL
-1
, por triplicado. Se incubó a 28 ºC en 
agitador orbital (150 rpm) por 7 días. Luego se midió la biomasa producida por densidad óptica 
(DO625 nm) de cada cultivo (Seminoti Jacques et al. 2010) 
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6. Producción de ácido indol acético (AIA) 
La producción de AIA, se evaluó cualitativamente por el método colorimétrico descripto por 
Bric y colaboradores (1991). Sobre una placa de Petri con medio YEM al que se le adicionó, 
luego de la esterilización por autoclave, 5 mM de L-triptófano (solución stock: 5% (p/v), 
esterilizada a 0,7 atm durante 7 minutos), se sembraron alícuotas del cultivo de cada cepa en 
caldo YEM. Cada placa inoculada se cubrió con una membrana de nitrocelulosa esterilizada. Se 
incubaron durante 7 días a 28 ºC. Luego se retiró cada membrana de las placas y se las trató 
sumergiéndolas en una solución del reactivo de Salkowski (0,01 M de FeCl3 en 35% de HClO4). 
Las cepas productoras de AIA adquieren una coloración rosa a púrpura, dentro de las 2 hs de 
realizada la reacción, a temperatura ambiente. 
Cada cepa se dispuso por duplicado. Se empleó como control positivo a B. elkanii SEMIA 
587, cepa productora de AIA (Boddey & Hungria 1997).  
7. Solubilización de Fósforo (P) 
La evaluación de la capacidad para solubilizar P se realizó en medio de cultivo sólido. Se 
ensayaron tres medios de cultivos: 
 Medio Sperberg, componentes en g.L-1: glucosa:10; SO4Mg.7H2O 1; NaCl 1; ClNH4 5; 
(PO4)2Ca3 5; Agar 20; agua destilada hasta 1000mL, pH 7,2 (Sperber 1958). 
 Medio NBRIP (National Botanical Research Institute´s Phosphate growth), componentes 
en g.L
-1
: glucosa 10; MgSO4.7H2O 0.25; (NH4)2SO4 0.1; Ca3(PO4)2 5; KCl 0.2; MgCl2.6H2O 5; 
Agar 18; agua destilada hasta 1000mL, pH 7 (Nautiyal 1999). 
 Medio MMSFCP-Mg (Medio Mínimo para Solubilización de Fosfato Colegio de 
Postgraduados con MgCl), componentes en g.L
-1
: glucosa 10; (NH4)2SO4 1; Ca3(PO4)2 5; 
extracto de levadura 0.5; MgCl2.6H2O 3; Agar 18; agua destilada hasta 1000mL, pH 7 (Mendoza 
Paredes 2010). 
En primer lugar se sembraron las cepas de referencia B. japonicum (E109, SEMIA5079), B. 
diazoefficiens (SEMIA5080) y B. elkanii (SEMIA587, SEMIA5019) en forma de estrías sobre 
los medios agarizados con fósforo insoluble que se incubaron durante 7 días a 28 ºC. Así se 
confirmó que el medio NBRIP es adecuado para el desarrollo de los bradyrizobios. Por eso se 
seleccionó para evaluar la capacidad solubilizadora de los aislados. Para ello cada placa de Petri 
fue dividida en 16 celdas, donde se sembraron las distintas cepas en forma de estrías. La 
formación de un halo transparente alrededor de las colonias se consideró como indicador de la 
capacidad de solubilización del P (Nautiyal 1999). 
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Ensayo de supervivencia sobre semillas 
El recuento de rizobios sobrevivientes sobre la superficie de semillas inoculadas mostró que, 
salvo una cepa del suelo bajo LC (cepa 811), que no sobrevivió ni en el primer recuento a las 2 
hs ddi., el resto de los aislados mostró una capacidad de supervivencia variable a lo largo de las 
504 hs ddi. (21 días) que se extendió el ensayo (Fig. IV-3). Un análisis general del ensayo, 
muestra que durante las primeras horas se produjo una reducción importante en el número de 
bacterias y a partir de ese momento el número de células viables continuó cayendo a una tasa 
menor. 
Para los cálculos de supervivencia se consideró al recuento realizado a las 2 hs ddi. como 
recuento de partida (referencia).  
 
 
Figura IV- 3: Ensayo de Supervivencia de rizobios sobre semilla.  
Arriba: Potes con tapa perforada y filtro de algodón conteniendo semillas inoculadas. Abajo: colonias de 
rizobios sobre placas con medio YEM adicionado con Maxim, por el método de la gota (Hoben & 
Somasegaran 1982). 
 
La cepa control E109, que fue la cepa de referencia en todos los experimentos, presentó 
variaciones en el número de rizobios recuperados de la superficie de la semilla en cada uno de 
los grupos de cepas evaluadas. En general, se observó una disminución de células sobrevivientes 
en cada recuento, de manera que a las 2 hs ddi. el número de rizobios.semilla
-1
 se redujo a casi 
un tercio, es decir que de 1x10
6
 bacterias se recuperaron, en promedio, 6x10
5
 UFC. semilla
-1
. A 
las 168 hs sólo se recuperó el 20 % de los rizobios, lo que representó alrededor de 1,2x10
5 
UFC. 
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semilla
-1
. En el muestreo realizado a las 432 hs ddi. se recuperó entre un 5-12% de los rizobios 
viables inoculados (3,5 x10
4
 UFC. semilla
-1
 en promedio) y por último a las 504 hs ddi. (21 días) 
se recuperó un número aún más bajo, que estuvo entre el 2-5 % del total de bacterias recuperadas 
en el inicio del experimento 2 hs ddi, que en promedio fue de 1,3 x10
4 
UFC. semilla
-1
. 
Debido a que el número de UFC de B. japonicum E109 de la superficie de las semillas en 
cada ensayo presentó cierta dispersión se procedió a estandarizar los recuentos. Se calculó para 
cada una de las cepas y muestreo, el Porcentaje de Recuperación (% RFP) de rizobios 
supervivientes relativo a la cepa de referencia E109. 
Se observó que, entre el 58 y el 77 % de las cepas presentaron un % RFP similar al de la cepa 
de referencia B. japonicum E109, en los tres tiempos de muestreo. Mientras que el número de los 
aislados con supervivencia inferior fue mayor en los suelos bajo SD, en cambio los suelos bajo 
LC presentaron, en términos relativos, un porcentaje más alto de aislados que sobrevivieron en 
mayor número (supervivencia superior) (Tabla 16, Fig. IV- 4). 
 
Tabla 16: Porcentaje de cepas según la supervivencia (% RFP) sobre semillas de soja. 
(*) Las diferencias significativas respecto a la cepa control E109 se indican como Inferior / Superior, para 
cada tiempo de recuento: 168, 432 y 504 hs ddi. (ANOVA, test de Tukey p<0,05). 
 
 
El número de cepas provenientes de los suelos bajo SD que sobrevivieron menos que la cepa 
E109, aumentó en la medida en que se extendió el período de almacenamiento. En el muestreo 
de las 168 hs ddi. cinco aislados (19 %) mostraron menor supervivencia, este número subió a 7 
(27 %) y 10 (38 %) aislados cuando el período de almacenamiento fue mayor (Fig. IV-4). Las 
cepas que tuvieron este comportamiento durante todo el ensayo fueron la 117, 2112 y 367; el 
resto de las cepas que presentaron menor supervivencia en alguno de los muestreos, en otros 
resultaron sin diferencias a la cepa de E109, estas fueron: 166, 219, 2614, 2620 3111, 363 y 5620 
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(Fig. IV-5). En cambio, las cepas que tuvieron supervivencia superior en al menos uno o dos de 
los recuentos realizados fueron sólo tres: 416, 1610 y 518 (Fig. IV-5). 
Analizando el comportamiento de los aislados del suelo bajo LC, se encontró un mayor 
número de aislados (6, 5 y 5, para cada recuento sucesivo) con número de bacterias que 
sobrevivieron por encima de E109, que en los suelos bajo SD. Sólo tres cepas (663, 6611 y 
10115) mostraron en todos los ensayos, una mayor capacidad de sobrevivencia que la cepa 
control (Fig. IV-6).  
Los rizobios aislados de los suelos bajo LC presentaron un % RFP de rizobios entre 5 y 50 
veces mayor del de la cepa E109 a las 504 hs ddi., mientras que las mejores cepas provenientes 
de SD tuvieron % RFP de rizobios sólo 5 veces superior. 
Considerando la dilución de suelo de procedencia de los aislados, se observó que las 
características de sobrevivencia, no estuvieron en función de la dilución empleada ya que se 
encontraron porcentajes de sobrevivencia parecidos, tanto en los aislados provenientes de la 
menor (1º) y mayor dilución (6º), en los tres grupos (Inferior, Igual y Superior) conformados 
según el comportamientos en supervivencia (Fig. IV- 4).   
 
 
Figura IV- 4: Conformación de tres grupos de aislados según la Supervivencia:  
Inferior, Igual o Superior, relativo a la cepa E109, discriminado por muestreo (168, 432 y 504 hs ddi.), 
suelo (SD y LC), dilución (1º y 6º). 
 
 
Supervivencia de los rizobios naturalizados 
CAPÍTULO IV 
RESULTADOS 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral 166 
 
 
 
Figura IV- 5: Log10 del Porcentaje de recuperación de rizobios SD supervivientes (%RFP), recuperados 
de las semillas de soja inoculadas, en cada tiempo de muestreo: 168 hs, 432 hs y 504 hs.  
Se referenció a la cepa control E109. Las letras distintas sobre las barras representan diferencias 
significativas para el ANOVA, test de Tukey p<0,05. 
 
Supervivencia de los rizobios naturalizados 
CAPÍTULO IV 
RESULTADOS 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral 167 
 
 
 
Figura IV- 6: Log10 del Porcentaje de recuperación de rizobios LC supervivientes (%RFP), recuperados 
de las semillas de soja inoculadas, en cada tiempo de muestreo: 168 hs, 432 hs y 504 hs.  
Se referenció a la cepa control E109. Las letras distintas sobre las barras representan diferencias 
significativas para el ANOVA, test de Tukey p<0,05. 
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Supervivencia y nodulación 
Las semillas inoculadas y almacenadas durante 7 días (168 hs) y 28 días (672 hs) ddi. se 
sembraron para evaluar la capacidad de nodulación de los rizobios que sobrevivieron sobre la 
superficie seminal. 
Todos los aislados indujeron la formación de nódulos, con ambos tiempos de 
almacenamiento, excepto la cepa 811, de la cual no se recuperaron bacterias viables en los 
recuentos y la cepa 6113, que aunque se obtuvo recuento de bacterias sobrevivientes en todos los 
tiempos de muestreo, no noduló las plantas cuando se sembraron a los 28 días ddi.  
Dos cepas (116 y 457) aisladas del suelo bajo SD, indujeron el desarrollo de un mayor 
número de nódulos.planta
-1
 que la cepa de referencia E109, 92 y 99% más nódulos 
respectivamente, cuando las semillas inoculadas se sembraron 7 días (168 hs) luego de la 
inoculación. Una cepa (3120) produjo nódulos que representaron un 30 % de la nodulación de la 
cepa E109 y resultó ser la única con un número de nódulos significativamente menor a la cepa 
control. En tanto ocho cepas del suelo bajo LC (618, 663, 717, 7118, 814, 913, 953 y10110) 
formaron menor número de nódulos.planta
-1
, entre el 34 y 68 % de la cepa control. Ninguna cepa 
del suelo bajo LC resultó con mayor nodulación que la cepa de referencia, en este ensayo.  
Es de destacar que de las diez cepas con nodulación menor a la producida por la cepa de 
referencia E109, nueve de ellas fueron aisladas del suelo bajo LC y ocho se obtuvieron de 
plantas inoculadas con la menor dilución (dil.1º). 
Cuando las semillas se sembraron luego de 28 días de almacenamiento, 13 aislados (25 %) 
nodularon más que E109. Entre los aislados recuperados de los suelos bajo SD, las cepas 457, 
1610, 2614, 216, 366, 416 y 5113 indujeron entre el 85 y el 200 % más nódulos que la cepa 
E109. Las cepas 219, 367 y 2112, en cambio, fueron las que produjeron la menor cantidad de 
nódulos, la primera sólo produjo un 27 % de la nodulación de E109, y las otras dos cepas un 48 
%. Entre las cepas de los suelos bajo LC, los aislados 914, 76112, 1014, 10110, 10115 y 1061 
nodularon entre 50 a 170 % más que E109. En tanto que 618, 6115, 814 y 913 fueron los que 
indujeron menos nódulos que E109 (además de los aislados 6113 y 811 que no produjeron 
nódulos), con valores de nodulación entre 23 y 44 % de la cepa control (Fig. IV-7). 
Se observó que las cepas SD 219, 367 y 2112, que en el ensayo de Supervivencia sobre 
semilla, habían presentado bajo % RFP a las 504 hs ddi. (Fig,IV-5), formaron menos nódulos, al 
igual que las cepas LC 618, 6113 y 811. En tanto que las cepas 1610, 416 y 457 de SD, 10115 y 
914 de LC de las cuales se recuperó un alto número de bacterias, tal cual era de esperar indujeron 
una mayor nodulación que el control. Pero el análisis conjunto de los aislados mostró que la 
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capacidad de nodulación de los rizobios no se correlacionó, en todos los casos, con el número de 
células viables sobrevivientes obtenidas en los recuentos de UFC.  
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Figura IV- 7: Número de aislados según la producción de nódulos en plantas de soja, respecto a la cepa 
de referencia B. japonicum E109.  
Las semillas fueron inoculadas y almacenadas por 7 y 28 días antes de la siembra. Diferencias 
significativas, según Anova, test de LSD, p<0,05. 
 
 
Síntesis de Exopolisacáridos (EPS) 
Los aislados también se caracterizaron en base a su capacidad para producir EPS (Fig. IV-8). 
El 34 y 30 % de las cepas de los suelos bajo SD y LC respectivamente, produjeron mayor 
cantidad de EPS que la cepa control B. japonicum E109.  
La producción de EPS fue un carácter que varió entre el 7% (cepa 367) y el 1000% (cepa 117) 
en los aislados de SD, y entre el 7% (cepa 814) y el 2000% (cepa 811) para las cepas aisladas de 
suelos LC (Fig. IV-9), respecto a la cepa de referencia E109. 
 
 
Figura IV- 8: Evaluación colorimétrica de la producción de EPS, por el método de Antrona. 
Cepas 661, E109 y 367, de izquierda a derecha, mayor a menor ppm de glucosa determinada.  
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Figura IV- 9: Log 10 de la Producción de EPS (ppm de glucosa .10
8
 bacterias) de las cepas SD (arriba) y 
LC (abajo), evaluado por el método Antrona, cultivadas en medio de cultivo YEM durante 7 días.  
Las letras distinta indican diferencias con la cepa de referencia E109 por ANOVA, test Tukey, p<0,05. 
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Formación de biopelícula (biofilm) 
La producción de biofilm, presentó, en general, valores bajos respecto a las cepas de 
referencia (Fig. IV-10). Las cepas comerciales SEMIA y la cepa E109 mostraron la misma 
capacidad para generar biofilm. Sólo las cepas 1052 (DO570/DO630 = 1,8), y 1061 (2,6) 
pertenecientes a los aislados del suelo LC, presentaron valores similares a la cepa E109 (2,2) 
(Fig. IV-11). Entre el resto de las cepas de los suelos bajo LC, un grupo de siete aislados 
produjeron entre 10 y 20 % de biofilm del valor de la cepa E109 y 17 cepas formaron biopelícula 
con valores aún menores al 10 % de la cepa control (Fig. IV-11). Del total de aislados del suelo 
SD, diez produjeron entre 10 y 25 % del biofilm producido por la estirpe de referencia E109 y 
seis presentaron entre 0 y 10 % (Fig. IV-11). Ninguna cepa aislada de los suelos bajo SD produjo 
biopelícula en un nivel similar a las cepas de referencia. 
 
 
Figura IV- 10: Producción de Biofilm en placa de ELISA.  
El cristal violeta tiñe el biofilm. El lector registra el color a DO 560 nm. Las celdas control se generan 
empleando medio de cultivo sin inocular. 
 
 
Se realizó un análisis de componentes principales que incluyó los parámetros Supervivencia 
sobre semilla a las 168 hs, 432 hs y 504 hs, Infectividad a los 7 y 28 días ddi, formación de 
biofilm y producción de EPS. Las variables que contribuyeron a explicar el 60 % de la 
variabilidad encontrada fueron la Supervivencia sobre semilla a las 504 hs, Infectividad a los 28 
días ddi, formación de biofilm y producción de EPS (Fig. IV-12). 
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Figura IV- 11: Producción de Biofilm como DO560nm / DO630 nm, cepas SD (arriba) y LC (abajo). Se 
presentan los aislados con valores mayores a 0.04. 
 
 
Entre los aislados de SD y LC se encontró un patrón similar, en donde se observaron dos 
conjuntos que agrupan el 80 % de los aislados. Por un lado, las cepas con mayor producción de 
EPS que mostraron menor Supervivencia sobre semillas a las 504 hs (Fig. IV-13, óvalo marrón) 
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(52 % de los aislados) y por otro lado la formación de Biopelícula que estuvo relacionada 
positivamente con la Infectividad a los 28 días (ddi.) (Fig. IV-13, óvalo azul) (29 % de los 
aislados). 
Por otro lado se observó que la Supervivencia a las 504 hs se relacionó positivamente con la 
producción de Biopelícula. Los aislados LC presentaron una relación muy estrecha entre la 
Infectividad a los 28 días y la producción de Biopelícula, que se observa por la misma 
orientación de los vectores en ambas componentes. En cambio, los aislados del suelo SD no 
mostraron esa relación tan directa. 
Se encontró que alrededor del 30 % de los aislados no se agruparon en ninguno de los 
conjuntos descriptos anteriormente, ocho cepas de suelo bajo SD y sólo dos de los aislados del 
suelo bajo LC se ubicaron con características intermedias entre ellos.  
La distribución de los aislados en los gráficos (Fig. IV-13) indicaría que el ambiente del suelo 
bajo SD conduce a una mayor diversificación, y por ello sobreviven en estos ambientes 
microorganismos que bajo estrés no podrían sobrevivir. 
 
 
 
 
Figura IV- 12: Vectores de las variables consideradas para realizar el Análisis de Componentes 
Principales:  
Supervivencia sobre semilla a las 504 hs, Infectividad a los 28 días ddi, formación de Biopelícula y 
producción de EPS.  
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Figura IV- 13: Análisis de componentes principales de las variables Supervivencia sobre semilla a las 
504 hs, Infectividad a los 28 días ddi., formación de Biopelícula y producción de EPS.  
Arriba: aislados del suelo bajo SD. Abajo: aislados del suelo bajo LC. 
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Producción de ácido indol acético (AIA) 
La producción de AIA, se evaluó cualitativamente por el método colorimétrico descripto por 
Bric et al. (1991). Las reacciones se realizaron en placa de Petri, y resultaron positivos sólo seis 
aislados del suelo bajo SD: 1610, 216, 219, 311, 518 y5620 y seis del suelo bajo LC: 663, 712, 
713, 1013, 10110, 1047. Se observó que mayoritariamente (70%) fueron aislados de la primera 
dilución de suelo (dil.1º) (Fig. 14). 
 
 
Figura IV- 14: Producción de AIA en placas de Petri.  
Las colonias de color rojizo intenso indican producción de AIA. 
 
Solubilización de fósforo 
Ninguna de las cepas de referencia solubilizó P, aunque todas desarrollaron en los medios 
NBRIP y MMSFCP-Mg, pero no en el medio Sperberg. La capacidad de solubilización de los 
aislados se evaluó en el medio MMSFCP-Mg, debido a que dentro de sus componentes se 
encuentra el extracto de levadura que aporta vitaminas, micronutrientes, aminoácidos y otros 
compuestos que podrían ser necesarios para alguno de los rizobios naturalizados. Todas las cepas 
desarrollaron en el medio seleccionado. Sin embargo sólo la cepa 1610, proveniente del suelo 
SD soja, formó alrededor de las colonias un pequeño halo transparente sobre el fondo 
blanquecino del medio con fosfato insoluble (Fig. IV-15). Esto prueba la capacidad de la cepa 
para solubilizar fósforo. Es decir que sólo un aislamiento entre los evaluados solubilizó P in 
vitro.  
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Figura IV- 15: Placa con medio de cultivo MMSFCP-Mg (Mendoza Paredes 2010).  
Se observan 16 cepas que desarrollaron y el halo de solubilización alrededor de la cepa 1610. 
 
Ensayo de tolerancia a los curasemillas 
Los agroquímicos (Cruiser 60 FS, Apron Maxx Advanced, Cruiser Plus, Sedaxane, Apron 
maxx RFC) en las dosis empleadas, no afectaron la supervivencia de las cepas en estudio, lo que 
se puso en evidencia por la ausencia de halos en las zonas adyacentes a los discos de papel 
conteniendo los productos (Figura IV-16).  
 
 
Figura IV- 16: Ensayo de tolerancia a agroquímicos.  
Placas con medio YEM sembradas con cada cepa, sobre la superficie se observan los discos de papel 
embebidos en los diferentes curasemillas ensayados (Bauer et al. 1966). El disco color blanco es el 
control (papel embebido en agua estéril) que se ubicó en el centro de la placa. 
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Ensayo de tolerancia al glifosato 
Se evaluó el desarrollo de las cepas en medio líquido en presencia de glifosato y se determinó 
la densidad óptica (DO625nm) del cultivo, contrastándolo con el caldo YEM como control.  
El crecimiento del 65 % de las cepas (16 de SD y 17 de LC) no fue afectado por la presencia 
de glifosato en el medio.  
El glifosato inhibió el crecimiento de 13 cepas (5 de SD y 8 de LC) que representaron el 12 % 
de los aislados. El crecimiento de dichas cepas fue inhibido entre 10 y 50%. El aislado 811 (LC) 
fue el único que no desarrolló con glifosato. En tanto la cepa E109, 5 cepas SD y sólo una cepa 
LC (Fig. IV-17 y 18) crecieron más con el herbicida, entre 12 y 67%. La cepa de referencia B. 
elkanii SEMIA5019 (cepa comercial en Brasil) fue afectada por el glifosato que redujo su 
crecimiento alrededor de un 16%, pero el ANOVA resultó con diferencias no significativas. 
 
Figura IV- 17: Porcentaje de desarrollo de los aislados en medio conteniendo glifosato relativo a su 
control (medio YEM).  
Se presentan las cepas que resultaron con diferencias significativas (ANOVA, test de Tukey, p<0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supervivencia de los rizobios naturalizados 
CAPÍTULO IV 
RESULTADOS 
 
Graciela N. Pastorino  Tesis Doctoral 178 
 
 
Figura IV- 18: Porcentaje de aislados, SD o LC, según el efecto del glifosato en el medio de cultivo: 
estimulante, inhibitorio o sin efecto en el desarrollo. 
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En las últimas décadas se han demostrado los beneficios de la siembra directa (o labranza 
mínima) sobre la labranza convencional, sobre todo en determinadas condiciones de suelo y 
ambiente. Así, se concluyó que la siembra directa contribuye a mantener los macro y 
microagregados del suelo lo que conduce a reducir los procesos de erosión, favoreciendo además 
la conservación de la humedad y materia orgánica (mejora la fertilidad), de manera que los 
microorganismos encuentran un ambiente más adecuado para su desarrollo (Ferreira et al. 2000; 
Six et al. 2002; Babujia et al. 2010).  
La adaptación de los microorganismos a diversos ambientes, cada uno de los cuales genera 
condiciones de estrés, como puede ser el suelo bajo LC, requiere una amplia gama de respuestas 
rápidas y adecuadas. Los microorganismos son plásticos y responden a las variaciones 
ambientales con cambios fisiológicos y bioquímicos. En casos más extremos, el estrés ambiental 
genera cambios genéticos. De cualquier manera todas estas modificaciones permiten que estos 
microorganismos colonicen nichos contrastantes en cuanto a sus condiciones ambientales 
(Ramos et al. 2001) predominando en la población de la microbiota del suelo (Babujia et al. 
2010). En relación a esto, Zahran (1999) sugirió que es posible identificar organismos con mayor 
supervivencia seleccionando cepas de las poblaciones de organismos del suelo. 
Cuando se analizó la respuesta de los rizobios aislados en el marco de este trabajo en lo que 
hace a la sobrevivencia sobre la semilla y la tolerancia a agroquímicos se encontró un 
considerable nivel de variabilidad. Uno de los estreses que tiene un gran impacto en la viabilidad 
de las células bacterianas es la falta de agua (Streeter 2007; Vriezen et al. 2007). Considerando 
ésto, es evidente que la preinoculación de la semilla con rizobios demanda disponer de bacterias 
que tengan la capacidad de sobrevivir en ausencia de agua, y por otro lado de tecnologías para 
prolongar la vida de las bacterias sobre la superficie de la semilla. Adicionalmente, es claro que 
dos factores ambientales como la temperatura y la humedad, son claves durante el 
almacenamiento ya que estos alteran la supervivencia de los rizobios (Temprano et al. 2002; 
Streeter 2007; Vriezen et al. 2007). Como prueba de esta relación, Streeter (2007) demostró que 
la hidratación de la cubierta de las semillas mejoró la supervivencia de los rizobios inoculados. 
Entre los procesos fisiológicos que ocurren en respuesta a la falta de agua en el medio se 
encuentra la síntesis y la acumulación intracelular de trehalosa, que al formar enlaces de 
hidrógeno con las moléculas de agua de los lípidos mantienen el estado de gel de las membranas 
(Ramos et al. 2001). Este disacárido fue identificado entre los factores que afectan la 
supervivencia de Bradyrhizobium sobre la semilla de soja. Streeter (2007) demostró que la 
adición de extracto de levadura, trehalosa y/o sal (NaCl) en el medio de cultivo, favorece la 
síntesis de trehalosa mejorando además la supervivencia de las células.  
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El ensayo de supervivencia mostró que ésta es una característica ampliamente distribuida 
entre los rizobios y que excepto un aislado recolectado del suelo LC (cepa 811), todos mostraron 
capacidad de sobrevivencia.   
En general, los aislados fueron afectados marcadamente por el estrés inicial que se produce 
luego de la inoculación de la semilla, ya que una semana después de la inoculación, el número de 
rizobios viables descendió aproximadamente un orden. A partir de este momento el número de 
células bacterianas viables continuó descendiendo sostenidamente, comportamiento que fue 
similar al descrito por Davidson & Reuszer (1978) y Temprano y colaboradores (2002) para 
rizobios de crecimiento rápido y lento.  
Vale la pena destacar que algunos autores atribuyen la pérdida inicial de bacterias al 
inoculante no adherido a las semillas más que a la muerte de bacterias (Temprano et al. 2002; 
Deaker et al. 2007). En este trabajo se adicionó protector bacteriano y esto probablemente hizo 
que los rizobios se adhieran a la semilla y contribuyó a proteger a las bacterias de la falta de agua 
durante el almacenamiento. Esto explicaría el alto número de aislados viables recuperados de la 
cubierta de las semillas a las 2 hs ddi, que fue casi doble que el encontrado en los trabajos 
descriptos. 
Los aislados estudiados, tanto de los suelos bajo SD como LC, mostraron diversidad en su 
capacidad para sobrevivir al ser inoculados sobre semillas. Por un lado, se encontró que el mayor 
porcentaje (más del 50 %) sobrevivió de la misma manera que la cepa E109. En los suelos bajo 
LC se encontró un mayor número de aislados que sobrevivieron más que la cepa control E109, 
esto es entre 5 y 50 veces en el factor de recuperación (% RFP). Estos resultados coinciden con 
los descriptos por Ferreira et al. 2000, Streeter 2007 y Babujia et al. 2010 que encontraron que 
un suelo bajo labranza convencional, el ambiente estresante favoreció el desarrollo de 
poblaciones tolerantes a las condiciones adversas. Por ejemplo, podrían encontrarse rizobios 
tolerantes a la falta de agua, que podrían ser interesantes como parte de recursos para la 
fabricación de inoculantes comerciales (Ferreira et al. 2000; Streeter 2007; Babujia et al. 2010). 
Aún cuando el número de células viables de la cepa de referencia B. japonicum, tanto en este 
trabajo como en el de Temprano y colaboradores (2002), se redujo hacia el final del ensayo a las 
504 hs de almacenamiento, las células bacterianas que sobrevivieron interactuaron con la soja, la 
infectaron y desarrollaron nódulos. De la misma manera, todas las semillas preinoculadas con los 
aislados y almacenadas durante 28 días ddi., cuando se sembraron y cultivaron, desarrollaron 
nódulos, independientemente del número de rizobios viables recuperados, excepto la cepa 6113, 
que no produjo nodulación. Es decir, que aún las bacterias con menor capacidad de 
sobrevivencia presentaron un número de células suficiente para inducir la nodulación de las 
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plantas. Estos resultado confirman que las cepas naturalizadas suelen ser infectivas e interactúan 
eficientemente con su hospedante (Lodeiro et al. 2003, Gonzalez 2007).  
El almacenamiento de semillas inoculadas con aislados de suelo bajo SD, por un periodo 
corto (7 días), no alteró la capacidad de nodulación de las cepas, que en general se comportaron 
igual o mejor que la cepa control E109. En cambio, en el mismo periodo de tiempo, 38 % de las 
cepas del suelo bajo LC, desarrollaron menos nódulos en las semillas inoculadas y ninguna fue 
superior al control. Es decir que evidentemente las labranzas generan cambios en el ambiente 
que favorecen alteraciones que se reflejan en la capacidad simbiótica. 
El escenario fue distinto cuando el periodo de almacenamiento de la semilla fue más largo. En 
este caso en los suelos bajo LC y SD el porcentaje de aislados que nodularon más o igual que la 
estirpe E109 fue el mismo. De hecho, el análisis de los Componentes Principales confirma la 
relación entre los parámetros supervivencia a 504 hs y nodulación, para los aislados LC. En tanto 
que para los aislados SD, si bien se observó la misma tendencia, dentro del grupo de los que 
formaron mayor número de nódulos (mayor infectividad) se encontraron cepas que difirieron en 
su capacidad de supervivencia. Esto estaría indicando que el suelo SD, es un ambiente estable, 
respecto a la disponibilidad de nutrientes y de humedad. Así esta población de rizobios, se 
diversificaría más y contendría un número mayor de simbiontes ineficientes al momento de 
interactuar con el huésped. Es decir que, en particular este grupo de rizobios, estarían mejor 
adaptados a la vida saprotrófica, lo cual es posible le otorgue una ventaja cuando las bacterias se 
almacenan por largo tiempo.  
Los rizobios, en ambientes desfavorables como en el caso del suelo LC, presentarían una 
mayor capacidad de supervivencia, si bien es posible sean más ineficientes para nodular. Por otro 
lado la dilución del suelo, que favorece a los rizobios poco frecuentes, permitió aislar simbiontes 
que presentaron alta eficiencia en la interacción con las raíces de soja.  
Los resultados indican que un mayor número de cepas naturalizadas provenientes del suelo 
bajo SD y cultivo antecesor soja nodulan más eficientemente, a pesar de que el número de 
rizobios supervivientes fue similar a la cepa control. La mayor diversidad de los aislados de SD 
también se vio reflejada en los parámetros de supervivencia, de forma tal que no fue posible 
definir dos grupos en base a su comportamiento, que reunieran la mayoría de las cepas, como se 
realizó con las cepas LC. 
La supervivencia de los rizobios además, está relacionada con la capacidad de cada aislado 
para sintetizar polisacáridos, los que suelen variar en cantidad y calidad, y esto es 
particularmente notable en condiciones de estrés por falta de agua. Los mecanismos a través de 
los cuales los polisacáridos protegen a las bacterias del estrés se conocen solo parcialmente, se 
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han mencionado, entre otros, a la exclusión de compuestos tóxicos, difusión de O2 y retención de 
moléculas de agua (Potts & Webb 1994). En esta tesis se encontró que un porcentaje similar de 
aislados (34% SD y 30% LC) produjeron cantidades de EPS significativamente superiores a la 
cepa E109. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, el aislado 811 de LC, que produjo la 
mayor cantidad de EPS resultó ser el que presentó menor capacidad de supervivencia.  
Si bien, muchas investigaciones han relacionado la producción de EPS con la capacidad para 
tolerar estrés por desecación (Streeter, 2007), aunque los resultados no son concluyentes, los 
datos de este trabajo sugieren una relación inversa. Sin embargo, también es importante destacar 
que probablemente la sobrevivencia esté más relacionada con la capacidad de producción de 
exopolisacáridos en medios con limitantes nutricionales, fundamentalmente de C, lo que podría 
estar más cercano a las condiciones naturales en que se desenvuelven las bacterias.   
La supervivencia durante un período de estrés de agua (como fue el almacenamiento de las 
semillas inoculadas), también depende del proceso de rehidratación que puede convertirse en 
otro estrés de importancia. El daño en el material genético que se produce durante el periodo de 
estrés de agua debe ser reparado eficientemente, capacidad que varía entre los distintas cepas 
(Ramos et al. 2001). 
Se ha demostrado que los EPS también juegan un rol clave en la capacidad para infectar y 
nodular, así como en la interacción simbiótica. Si bien aún hay muchos signos de interrogación 
en cuanto a los roles que cumplen (Fraysse et al. 2003), los EPS de muchas bacterias estimulan o 
inhiben los mecanismos de defensa de las plantas (Quelas et al. 2006). Además, el ambiente 
tiene una gran influencia sobre la producción de EPS, mientras que en un medio pobre en N, los 
bradyrizobios tienden a sintetizar EPS, en un medio rico en N, estos suelen acumular 
polihidroxibutirato (Quelas et al. 2006). En este trabajo, no se encontró una correlación positiva 
entre la producción de EPS y la capacidad para inducir la formación de nódulos de los aislados 
recuperados en los diferentes tipos de labranza.  
La producción de biopeliculas es clave en el momento de la colonización de las raíces por las 
bacterias y ofrece una ventaja competitiva ya que así la sobrevida de los rizobios aumenta, 
además obtienen los nutrientes de los exudados radicales, conservando humedad. Si bien los EPS 
afectan la adhesión a la raíz así como a superficies inertes, una alta producción de EPS no 
garantiza la formación de biofilm (Pérez-Giménez et al. 2009). Ciertos polisacáridos claves en lo 
que hace a la adhesión de los rizobios a la raíz probablemente no son requeridos para adherirse a 
superficies inertes como la placa de microtitulación empleada en los ensayos. Por otro lado, la 
formación de biopelículas es un proceso lento en comparación con la infección de la raíz 
realizada por los rizobios (Pérez-Giménez et al. 2009).  
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Las biopelículas ofrecen ambientes protegidos y son ventajosos en términos de supervivencia 
(Bogino et al. 2013), son ampliamente reconocidas como estructuras de resistencia a factores 
como la desecación, la depredación, la antibiosis, o radiación UV (Rinaudi & Giordano 2010), 
todos los cuales se producen en el suelo desnudo después de la cosecha de los cultivos. 
Las lectinas de soja son proteínas muy estables que favorecen la producción del biofilm. 
Algunos autores han sugerido que los restos de la planta en el suelo durante el cultivo de soja o 
incluso después de la cosecha, pueden ser una fuente de lectinas que podría permanecer activa 
durante largos períodos de tiempo, generando así sitios de nucleación para facilitar la formación 
de biopelículas por B. japonicum, y mejorar la supervivencia, así se mantienen viables durante el 
intervalo de una generación de soja a la siguiente (Pérez-Giménez et al. 2009). 
La mayor parte de los aislados (85%) de los suelos bajo los dos sistemas de labranza formaron 
biopelículas, aunque sólo dos (cepas 1052 y 1061) obtenidas del suelo bajo LC, presentaron 
valores similares a las cepas control B. japonicum y B. elkanii. Estas cepas provinieron del 
ambiente considerado más estresante como es el del suelo bajo LC. El comportamiento de estos 
dos aislados en los ensayos de supervivencia sobre semilla y en nodulación (infectividad) a los 
28 días de almacenamiento, fue similar o superior a la E109. En cualquier caso, sobre la base del 
análisis del comportamiento de todos los aislamientos es claro que la capacidad de formación de 
biofilm no fue determinante pero afectó la supervivencia y la infectividad. 
En esta investigación se encontró que entre 0,5 -5% de las cepas evaluadas mostraron 
capacidad solubilizadora de P. En el grupo de cepas estudiadas en esta tesis un solo aislado de un 
total de 52 cepas solubilizó P en el medio sólido, lo que confirma que entre los bradyrizobios 
esta capacidad es poco frecuente. Sin embargo, diversos trabajos establecen que la solubilización 
de P es un carácter ampliamente distribuido en los rizobios, entre las cepas del género 
Bradyrhizobium, característica que en este estudio no fue tan común (Antoun et al. 1998; 
Alikhani et al. 2006).  
Los curasemillas que se emplearon en los ensayos, al menos en las dosis evaluadas no 
inhibieron el crecimiento de los aislados. Las concentraciones empleadas fueron las sugeridas 
por el fabricante, y serían adecuadas para aplicar sobre semillas ya que no afectaron la 
supervivencia de los rizobios. Estudios futuros deberían ampliarse al estudio del efecto de los 
agroquímicos en las etapas de infectividad y efectividad para garantizar una adecuada aplicación. 
En cuanto a la tolerancia de los aislados al glifosato, se observaron en otros trabajos diversas 
respuestas que además estuvieron asociados a la dosis utilizada (Seminoti Jacques et al. 2010; 
Druille et al. 2015). El glifosato es un herbicida que se aplica sobre el cultivo y en el suelo es 
retenido fuertemente por las partículas sólidas. Es por esto que no sería un compuesto tóxico que 
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podría afectar a los rizobios inoculados. Sin embargo, las bacterias podrían verse perjudicadas 
por la liberación de los residuos del herbicida en el suelo. El glifosato en la planta es 
transportado por el floema con los asimilados a los nódulos y es tóxico para los Bradyrhizobium 
que tienen la enzima EPSPS (5-enolpiruvil shikimato 3-fosfato sintetasa) que es sensible a ese 
herbicida (Zablotowicz & Reddy 2004).  
Si bien la dosis del herbicida empleada en esta tesis, fue relativamente alta, una gran 
proporción de aislados (63%) toleraron la presencia del herbicida en el medio de cultivo lo que 
sugiere que las bacterias difieren en sus caminos metabólicos, algunos de los cuales detoxifican 
el herbicida. Aún así, los resultados muestran que las cepas del suelo SD con cultivo antecesor 
soja en general, tienden a ser más tolerantes al herbicida que los aislados de los suelos bajo LC. 
Probablemente esto se debió a que en SD la aplicación de glifosato se hace en más de una 
oportunidad, en cambio en LC no se repiten las aplicaciones. Más aún, varios aislados en el 
medio de cultivo, vieron estimulado su crecimiento por la presencia de glifosato. Esto podría 
deberse a que como lo han sugerido diversos autores, el herbicida es probable actúe como una 
fuente de C y/o P (Zablotowicz & Reddy 2004; Zabaloy & Gómez 2005). 
Como conclusión general de esta parte del trabajo es claro que en los dos suelos, SD y LC, se 
identificaron potenciales competidores de las bacterias que se adicionan a partir de los 
inoculantes. La presencia de pooles de bacterias provenientes de diversas especies de 
leguminosas nativas y aún las estirpes naturalizadas, que se incorporaron con los inoculantes 
comerciales, son fuente de genes que a través de la transferencia lateral y la recombinación 
pueden contribuir a generar nuevas estirpes incorporando genes de otras especies por 
transferencia lateral. Es probable que esté ocurriendo una suerte de evolución de grupos de 
bradyrizobios diferenciados por sus capacidades simbióticas y de supervivencia, que no son más 
que el resultado de variaciones a nivel genético. Futuros trabajos deberán orientarse a muestreos 
sistemáticos de diversas áreas de cultivo para analizar los rizobios de la soja y si estos se 
estructuran geográficamente. 
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n las últimas décadas se han demostrado los beneficios de la siembra directa (SD) sobre 
la labranza convencional (LC), sobre todo en determinadas condiciones de suelo y 
ambiente. Así se concluyó que la siembra directa contribuye a mantener los macro y 
microagregados del suelo lo que reduce los procesos de erosión, favoreciendo la conservación de 
la humedad y materia orgánica del suelo, lo que redunda en una mejora de la fertilidad, de 
manera que los microorganismos encuentran un ambiente más adecuado para su desarrollo. La 
adaptación de los microorganismos a diversos ambientes, cada uno de los cuales genera 
condiciones de estrés, como puede ser el suelo bajo LC, requiere una amplia gama de respuestas 
rápidas y adecuadas. Los microorganismos son plásticos y responden a las variaciones 
ambientales con cambios fisiológicos y bioquímicos. En casos más extremos, el estrés ambiental 
puede generar cambios genéticos.  
La población de rizobios en suelo bajo SD fue mayor y más diversa, probablemente porque 
los agregados que se producen en suelos con este tipo de manejo generan microhabitats con 
mejores condiciones ambientales y nutricionales para los microorganismos. Por otro lado no se 
descarta la influencia de otros factores, como la presencia de soja en las rotaciones de cultivo, el 
momento de la toma de la muestra, las diluciones de suelo empleadas para inocular las plantas 
trampa y las características físico-químicas del suelo como por ejemplo el pH. El pH influye en 
la diversidad genética de los rizobios y en el tamaño de las poblaciones. Sin embargo en este 
trabajo el pH de cada submuestra, no estuvo relacionado con el número de rizobios. Esto 
probablemente se debió a que los bradyrizobios se adaptan y sobreviven mejor en suelos 
levemente ácidos y todas las submuestras tuvieron un pH menor a 6 y el rango de variación fue 
estrecho (5-6). Futuros estudios deberían orientarse a profundizar con estudios más específicos 
que permitan evaluar el impacto de cada uno de los factores mencionados sobre las poblaciones 
de rizobios y/o bradyrizobios que se naturalizan en los suelos. En este trabajo, según se 
demostró, debe tenerse en cuenta que la metodología de aislamiento y en particular las diluciones 
que se emplean, son aspectos claves a considerar ya que influyen directamente en los resultados 
de la caracterización de las cepas.  
La población naturalizada de Bradyrhizobium seguramente se originó de unas pocas cepas las 
que se incorporaron a los suelos con los inoculantes que se aplicaron en los comienzos del 
desarrollo del cultivo de la soja en el país y también durante los últimos 50 años. El uso continuo 
de inoculantes ha hecho que los suelos argentinos contengan importantes poblaciones 
naturalizadas de rizobios que nodulan soja, en los que prevalecen los representantes de 
Bradyrhizobium japonicum por sobre B. elkanii; que por otro lado, como se demuestra en este 
trabajo, son los únicos simbiontes de soja recuperadas en los suelos muestreados. Estos rizobios 
E 
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naturalizados, aún cuando se encuentran en bajo número, son competitivos, de manera que las 
raíces de la soja son colonizadas, infectadas y noduladas eficientemente, por lo que son fuente de 
nuevas cepas. Esta capacidad infectiva se ha visto en numerosos ensayos a campo en donde los 
controles suelen desarrollar nódulos. 
Todos los aislados estudiados fueron de crecimiento lento y alcalinizaron el medio de cultivo. 
Es decir que los suelos muestreados sólo contuvieron rizobios de crecimiento lento, tal cual era 
de esperar en función de la historia descrita. Se demostró que si bien las poblaciones 
naturalizadas pertenecen al género Bradyrhizobium, específicamente a B. japonicum o B. elkanii, 
presentan un considerable nivel de diversidad, que seguramente es el resultado de procesos de 
transferencia horizontal de genes y mutaciones. Trabajos futuros deberían orientarse a 
dimensionar cual es el impacto de cada uno de los procesos que generan variabilidad genética en 
la población de los rizobios del suelo. 
Los ambientes en donde sobreviven los rizobios inducen cambios en las características 
morfológicas de las cepas en los suelos bajo SD o bajo LC. Las colonias de los aislados del suelo 
bajo SD, presentaron colonias mucosas, intermedias y acuosas, esto sugiere que existen cambios 
morfológicos los que seguramente están relacionados con cambios metabólicos. En este trabajo 
se demostró que los suelos bajo SD generan ambientes en los que prevalecen aislados menos 
tolerantes al estrés. Sin embargo, en la población de rizobios del suelo bajo LC, si bien existieron 
aislados con diversos tipos de colonias, predominaron las cepas con colonias acuosas, que han 
sido citadas como más tolerantes a condiciones adversas. Las colonias de los suelos bajo LC 
fueron en su mayoría más pequeñas, lo que podría indicar que crecen más lentamente. Estos 
rizobios además, fueron más tolerantes a temperatura y salinidad. Se puede decir que en los 
suelos desnudos, al estar los microorganismos expuestos a temperaturas más altas y otras 
condiciones de estrés, se induce la generación de individuos que se adaptan a estos ambientes. 
En la muestra bajo LC ocurren cambios extremos de temperatura, humedad, exposición al sol y 
viento que probablemente condujeron al desarrollo de cepas tolerantes a condiciones adversas 
como las que se describieron en este trabajo. Se debería profundizar en la identificación o 
selección de rizobios resistentes al estrés a partir de suelos bajo manejos que generen 
condiciones de crecimiento contrastantes. 
La supervivencia es una característica clave y ampliamente estudiada en los rizobios. Esta 
capacidad es importante debido a que las bacterias deben tener la capacidad de sobrevivir en la 
superficie de las semillas, sobre todo considerando que la semilla preinoculada es una tecnología 
extensamente utilizada. Entre las cepas que mostraron una sobrevivencia superior a la cepa 
control E109, la mayor proporción provinieron de los suelos bajo LC. Como se dijo 
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anteriormente, el ambiente generado en estos suelos, ejerció una presión de selección que 
favoreció el desarrollo de poblaciones mejor adaptadas a situaciones de estrés, como es la falta 
de agua, condición que se produce cuando se inoculan las semillas. Estos rizobios, que además 
de tolerar condiciones de estrés fueron capaces de nodular soja, serían una buena fuente para el 
aislamiento de nuevas cepas.  
El suelo bajo SD es en comparación con el suelo bajo LC un ambiente más estable, en lo que 
hace a la disponibilidad de nutrientes y de humedad.  
Así es probable que la población de rizobios SD se diversifique más y contenga, además de 
rizobios eficientes para nodular, un número considerable de cepas que no están presionadas para 
establecer simbiosis con la soja como estrategia de sobrevivencia, y estarían mejor adaptados a la 
vida saprotrófica. Futuros estudios deberían orientarse a determinar la importancia relativa de la 
población de rizobios saprotróficos en la nodulación de la soja en los suelos bajo siembra directa 
y labranza convencional. 
Diversos autores describieron que la supervivencia de los rizobios en estrés de agua está 
relacionada con la capacidad del aislado para sintetizar exopolisacáridos (EPS), sin embargo esto 
no se puso en evidencia en este trabajo. Una posible explicación sería que la condición ambiental 
en que se determinó la producción de EPS no está relacionada a una situación de estrés o a que 
sería un carácter típico de algunas especies de rizobios y no un carácter general del género. 
Otro factor que podría influenciar la capacidad de supervivencia es la formación de 
biopelículas. Las biopelículas generan un ambiente en el que las bacterias están protegidas y por 
ello sobreviven más, tal es así que son reconocidas como estructuras de resistencia a factores 
como la desecación, la depredación, la antibiosis, o radiación UV, todos los cuales se producen 
en el suelo desnudo después de la cosecha de los cultivos. Cuando en la rotación se incluye soja, 
las lectinas producidas por la planta podrían favorecer la producción del biofilm y la 
supervivencia de los bradyrizobios, incluso luego de la cosecha. Si bien la formación de 
biopelículas fue un carácter común de los aislados de los dos sistemas de labranza, los valores 
determinados en este trabajo para los aislados estuvieron muy por debajo a la capacidad de la 
cepa E109, salvo dos aislados provenientes de los suelos LC. Aún así el análisis del 
comportamiento de los aislados mostró que la capacidad de formación de biofilm si bien no fue 
determinante, afectó la supervivencia y la infectividad. 
La capacidad de sobrevivir de los rizobios puede verse modificada por agentes químicos 
como los curasemillas y herbicidas empleados. En este trabajo se encontró que las cepas del 
suelo SD con cultivo antecesor soja, en general, mostraron mayores niveles de tolerancia al 
glifosato que los aislados de los suelos bajo LC, probablemente debido a que en SD la aplicación 
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de herbicida se hace con mayor frecuencia y tal cual se ha sugerido podría actuar como una 
fuente de C y/o P. Estudios futuros deberían enfocarse a evaluar el efecto de los agroquímicos en 
las etapas de infectividad y efectividad para garantizar una adecuada aplicación.  
Otro aspecto relevante en la búsqueda de nuevos aislados es la capacidad de promoción del 
crecimiento vegetal por diversos mecanismos como la solubilización de P, que en este trabajo no 
fue una capacidad ampliamente distribuida entre los rizobios, y la síntesis de AIA que si fue una 
característica más frecuente entre las cepas.  
La eficiencia de FBN de los rizobios de este trabajo se mantuvo dentro de un rango que fue 
similar, independientemente del manejo de suelo. Es decir que si bien los cambios ambientales 
provocados por los sistemas de labranza afectan los procesos biológicos y podrían ser 
responsables de la variabilidad encontrada en la FBN, aún así ambos suelos estudiados albergan 
una considerable diversidad de rizobios y por ello podrían ser la fuente de nuevos aislamientos 
para la formulación de inoculantes. 
En los dos suelos, SD y LC, se identificaron potenciales competidores de las bacterias que se 
adicionan al suelo a partir de los inoculantes. La presencia de pooles de bacterias naturalizadas, 
son fuente de nuevos organismos o genes. Es decir que la evolución de las poblaciones de 
rizobios que ocurre en los suelos conduce a la aparición de bradyrizobios que se diferencian por 
sus capacidades simbióticas y de supervivencia, que no son más que el reflejo de de variaciones 
a nivel genético. Futuros trabajos deberán orientarse a muestreos sistemáticos de diversas áreas 
de cultivo para analizar las poblaciones de rizobios de la soja y si éstas se estructuran 
geográficamente. 
Por todo lo expuesto en este trabajo se concluye que los suelos contienen una dotación de 
rizobios naturalizados diversos y estos son un recurso sostenible de bacterias para formular 
inoculantes comerciales, reemplazando así a las actuales cepas comerciales.  
Para esto es necesario desarrollar herramientas que sean indicadoras de aislados con alta 
capacidad de fijación de N2. Por ello es clave, por un lado desarrollar herramientas para 
identificar en etapas tempranas aislados con aptitudes para desarrollar simbiosis efectivas con la 
soja que además se adapten a las diversas regiones geográficas de donde provienen.  
Así de esta manera se confirma la hipótesis planteada de que los suelos con historia del 
cultivo de soja, manejados bajo distintos sistemas de labranzas, se indujeron cambios a nivel del 
genoma de las cepas de rizobios que contribuyó a modificar la diversidad de la población. Si 
bien son potenciales competidoras de las cepas que se inoculan, podrían ser fuentes de cepas que 
en base sus las características evaluadas podrían tener un mayor potencial biotecnológico. 
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Antes de ser lo que ahora, 
yo era un pequeño gusano 
que escondido en un manzano 
pasaba alegre las horas. 
Cuando el invierno llegó 
tejí con mucho cuidado 
un cestito bien formado 
que cariñoso me abrigó. 
Al llegar la primavera 
abrí mis alas primeras 
y comencé a volar…… 
 
Angela 
 
 
 
 
